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AI Določitev genotoksične aktivnosti kemikalij je pomemben del ocene tveganja za ljudi. Za testiranje 
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presnovne aktivnosti ksenobiotikov. Vendar imajo tradicionalni dvodimenzionalni (2D) in vitro celični modeli 
številne pomanjkljivosti, zato v zadnjih letih raziskovalci razvijajo številne in vitro tridimenzionalne (3D) 
celične modele, ki zaradi svoje večje kompleksnosti bolje posnemajo in vivo pogoje. Prednosti 3D celičnih 
modelov pred 2D celičnimi modeli so povrnitev številnih bioloških funkcij, kot so medcelične povezave in 
povezave celica – zunajcelični matriks, kar vodi do boljše diferenciacije celic. V magistrskem delu smo želeli 
ovrednotiti občutljivost in specifičnost novorazvitega jetrnega 3D in vitro celičnega modela. V prvem delu smo 
okarakterizirali in optimizirali pogoje za razvoj in vitro 3D celičnega modela (sferoidi), ki smo ga pripravili iz 
celične linije humanega hepatocelularnega karcinoma (HepG2 celice). Sferoidi, ki smo jih pripravili s prisilno 
plavajočo metodo, so bili kompaktni ter enakomerni v obliki, velikosti in rasti. V drugem delu smo sferoide 
pri starosti 72 ur izpostavili različnim koncentracijam dveh posredno delujočih genotoksičnih spojin, in sicer 
benzo(a)pirenu (BaP) in 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo(4,5-b)piridinu (PhIP) za 24 in 72 ur. Proliferacijo 
celic, celični cikel ter nastanek dvoverižnih prelomov DNA smo spremljali s pretočno citometrijo. Rezultati 
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AB Determination of genotoxic activity of chemicals is an essential part of human risk assessment. For 
genotoxicity assessment, in vitro hepatic cell lines are most commonly used as they have retained certain level 
of xenobiotic metabolic activity. However, the traditional two-dimensional (2D) in vitro cell models have 
numerous limitations. Therefore scientists have in the last few years developed many in vitro three-dimensional 
(3D) cell models, which due to their higher complexity better imitate in vivo conditions. The advantage of 3D 
cell models compared to 2D monolayer models is the recovery of several biological functions such as 
intercellular interactions and cell – extracellular matrix interactions, which lead to better cell differentiation. 
The objective of this master's thesis was to evaluate sensitivity and specificity of newly developed 3D in vitro 
cell model. In the first part we optimized the conditions for development of in vitro 3D cell model (spheroids) 
which was formed from human hepatocellular carcinoma (HepG2) cell line. The spheroids were formed by the 
forced floating method. They were compact and of uniform shape, size and growth. In the second part, 72 hours 
old spheroids were exposed to graded concentrations of two indirect acting genotoxic compounds, 
benzo(a)pyrene (BaP) and  2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo(4,5-b)pyridine (PhIP) for 24 and 72 hours. 
Cell proliferation, cell cycle and induction of DNA double-strand breaks were asessed by flow citometry. The 
results showed that BaP compound affected both cell cycle and cell proliferation, although no differences were 
noticed for PhIP. By analysing the presence of DNA double-strand breaks it was shown that BaP caused DNA 
damage after 24-  and 72-hour exposure at concentration ≥ 1 μM. PhIP caused DNA damage at 200 μM after 
24-hour exposure and at ≥ 25 μM after 72-hour exposure. Genotoxic effects of BaP and PhIP were (with the 
exception of short term exposure of spheroids to PhIP) detected at lower concentrations as we reported for in 
vitro 2D monolayer model. We can conclude that hepatic 3D cell model showed improved sensitivity for 
detection of cytotoxic and genotoxic activity of indirect acting genotoxic compounds. This research presents a 
step forward to bridge the gap between in vivo research and tests that are based on 2D monolayer models. 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
ATM   proteinske kinaze (ataxia telangiestasia mutated) 
ATR   proteinske kinaze (ATM-Rad3-related) 
APC   alofikocianin 
BaP   benzo(a)piren  
BSA   goveji serumski albumin (albumin bovine) 
CDK   od ciklinov odvisne kinaze (cyclin-dependent kinases) 
CO2   ogljikov dioksid 
CYP   citokrom P450 (cytochrome P450)  
DDR  mehanizem, s katerim se celica odzove na poškodbe (DNA damage 
response) 
DMSO  dimetil sulfoksid (dimethylsulphoxide)  
DNA  deoksiribonukleinska kislina (deoxyribonucleic acid)  
DSB   dvoverižni prelomi DNA (DNA double-strand break)  
ECM   zunajcelični matriks (extracellular matrix) 
EGF   epidermalni rastni faktor 
EH   epoksidna hidrolaza 
ET   etopozid 
EU   Evropska unija 
FITC   fluoresceinski izotiocianat 
FBS   serum govejega zarodka (fetal bovine serum)  
FDA  fluorescein diacetat 
FSC   fotodetektor pri pretočni citometriji – sprednji razpršilec (forward scatter) 
GTS  glutation S-transferaza 
HAA   heterociklični aromatski ogljikovodiki (heterocyclic aromatic hydrocarbon) 
HepG2  celična linija humanega hepatocelularnega karcinoma (human hepatoma cell 
line)  
IARC   mednarodna agencija za raziskave raka (International Agency for Research 
on Cancer) 
Ki67   jedrski protein, ki se izraža le v delečih se celicah 
MEME  medij (Minimum Essential Medium Eagle) 
mRNA  informacijska RNA (messenger RNA) 
MTS   3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazol 
NaHCO3  natrijev hidrogen karbonat 
NEAA  raztopina neesencialnih aminokislin (non-essential aminoacids)  
O2   kisik 
PAH   policiklični aromatski ogljikovodiki (polycyclic aromatic hydrocarbon) 
PBS   raztopina fosfatnega pufra (phosphate buffer saline) 
PI   propidijev jodid 
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Pi3K   znotrajcelična signalna pot 
PE   fikoeritrin 
PK   pozitivna kontrola 
PMS   fenazin metosulfat 
PhIP   2-amino-1-metil-6-fenilimidazo(4,5-b)piridin 
RNA   ribonukleinska kislina (ribonucleic acid) 
SSC   fotodetektor pri pretočni citometriji – stranski razpršilec (side scatter) 
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1 UVOD 
Ljudje smo nenehno izpostavljeni različnim spojinam, med katerimi imajo številne 
mutagene ali kancerogene lastnosti. Izpostavljenost takšnim spojinam lahko povzroči 
številne škodljive učinke na zdravje, med katere spadajo rakava obolenja, neplodnost, 
genetske okvare potomcev in številne druge (Parker, 2014; Hoeijmakers, 2009). V 
vsakodnevnem življenju smo škodljivim spojinam lahko izpostavljeni preko onesnaženega 
okolja in z življenjskim stilom. Slednji se nanaša na naše prehranske navade, kajenje, pitje 
alkohola in jemanje zdravil, ki imajo lahko škodljive učinke, ter uporabo kozmetike in 
detergentov (Wogan in sod., 2004). 
Pri ocenjevanju tveganja za zdravje ljudi in okolja zaradi izpostavljenosti različnim 
kemijskim snovem ima pomembno vlogo poznavanje njihove genotoksične aktivnosti. 
Genotoksičnost je lastnost spojine, da poškoduje genetski material. Deluje lahko 
neposredno, in sicer tako, da se veže na DNA in jo spremeni, npr. s prečnim povezovanjem, 
alkilacijo in prelomi ali pa posredno, tako da vpliva na celične funkcije, kar vodi do poškodb 
DNA, npr. mitotični in topoizomerazni inhibitorji ter oksidativni stres. Genotoksične spojine 
v prvi vrsti povzročajo poškodbe DNA somatskih celic, kar vodi v staranje in poveča 
verjetnost za nastanek rakavega obolenja. Po drugi strani spremembe DNA v spolnih celicah 
vodijo v nastanek genetskih bolezni in doprinašajo h genetski obremenjenosti (Turkez in 
sod., 2017). 
Ocena genotoksičnosti je zato bistven del ocene varnosti različnih snovi, od farmacevtskih 
izdelkov, industrijskih kemikalij, pesticidov, biocidov, aditivov za živila, kozmetike pa vse 
do veterinarskih zdravil. Na podlagi rezultatov testiranja genotoksičnosti spojin lahko 
ocenimo tveganje za nastanek rakavega obolenja in kemikalije razvrščamo v različne razrede 
ter jih označujemo v skladu s smernicami EU (Corvi in Madia, 2016). 
Standardni postopki za določanje genotoksičnosti vključujejo različna testiranja na in vitro 
modelih, ki vključujejo bakterijske in celične modele, na naslednji stopnji pa tudi testiranja 
na modelnih organizmih in vivo. Danes uporabljeni in vitro celični modeli imajo številne 
pomanjkljivosti, zato v zadnjih letih raziskovalci razvijajo številne in vitro 3D celične 
modele, ki bi zaradi svoje večje kompleksnosti bolje posnemali in vivo pogoje. 
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1.1 NAMEN DELA IN DELOVNE HIPOTEZE 
Namen magistrskega dela je ovrednotiti občutljivost in specifičnost novorazvitega jetrnega 
3D in vitro celičnega modela za zaznavanje genotoksičnega delovanja posrednih mutagenov. 
V magistrsem delu bomo: 
 optimizirali in okarakterizirali pogoje za razvoj in vitro 3D celičnega modela, ki ga 
bomo pripravili s pomočjo prisilne plavajoče metode s centrifugiranjem, 
 
 s testom MTS določali citotoksičnost izbranih posredno delujočih modelnih 
genotoksičnih spojin na in vitro 3D celičnem modelu, 
 
 določali vpliv izbranih posredno delujočih genotoksičnih spojin na proliferacijo celic 
ter njihov celični cikel,  
 
 določali vpliv izbranih posredno delujočih genotoksičnih spojin na nastanek 
dvoverižnih poškodb DNA.  
 
Z omenjenim eksperimentalnim pristopom bomo preverili hipotezo, da je 3D in vitro celični 
model, ki smo ga razvili iz jetrne celične linije humanega hepatocelularnega karcinoma 
(HepG2 celice), občutljiv za zaznavanje citotoksičnega in genotoksičnega delovanja 
posredno delujočih genotoksičnih spojin z različnim mehanizmom delovanja. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 TESTIRANJE GENOTOKSIČNOSTI 
Smernice za testiranje genotoksičnosti spojin na prvi stopnji narekujejo predklinična 
testiranja, ki vključujejo in vitro analize na bakterijskih modelih in modelih sesalskih celic, 
v primeru pozitivnih rezultatov pa dodatne in vivo študije na živalskih modelih. Za ustrezno 
oceno genotoksičnosti je treba oceniti tri glavne točke: genske mutacije ter strukturne in 
številčne (genomske) aberacije kromosomov. Vsak tak dogodek je lahko vpleten v nastanek 
rakavega obolenja ali dedne bolezni (Corvi in sod., 2013). 
Standardni in vitro testi so bakterijski test reverzne mutacije (Ames test), in vitro test 
genetskih mutacij sesalcev, in vitro test kromosomskih aberacij sesalcev in in vitro test 
mikrojeder na sesalčjih celicah. Trenutno najpogosteje uporabljeni testi in vivo pa 
vključujejo test mikrojeder na sesalčjih eritrocitih, test kromosomskih aberacij iz celic 
kostnega mozga sesalcev, test genskih mutacij na somatskih in zarodnih celicah glodavcev 
ter test komet pri sesalcih (Corvi in Madia, 2016; Turkez in sod., 2017). 
V Evropski uniji je v skladu s trenutno veljavno zakonodajo potrebno testirati 
varnost/genotoksičnost spojin (kemikalije, farmacevtski izdelki itd.) s tremi in vitro testi – 
bakterijskim testom ter dvema izmed predpisanih testov na sesalčjih celicah. Zahteve 
zakonodaje za in vivo testiranje so odvisne od vrste kemikalije in države, kjer zakonodaja 
velja. Zakonodaja v EU v primeru testiranja varnosti kozmetike prepoveduje testiranje na 
živalih, torej v in vivo pogojih. Za industrijske kemikalije in biocidne snovi je v primeru 
pozitivnega rezultata enega ali več in vitro genotoksičnih testov potrebna potrditev z 
ustreznimi nadaljnjimi in vivo testi. V primeru, da je rezultat negativen pri vseh treh testih, 
velja, da spojina nima genotoksičnega učinka, zato nadaljnje študije in vivo niso potrebne. 
Zahteve veljavne zakonodaje za farmacevtske izdelke, zdravila za uporabo v veterini in 
fitofarmacevtska sredstva pa določajo, da testiranjem in vitro vedno sledi tudi testiranje in 
vivo (Corvi in Madia, 2016; ECVAM, 2013). 
2.1.1 Testiranje in vivo 
Standardni toksikološki pristop za ocenjevanje varnosti oziroma genotoksičnosti snovi 
vključuje kompleksne študije in vivo (predvsem na glodavcih), ki so dolgotrajne in drage. V 
preteklosti so s pomočjo testiranj na živalih potrdili toksičnost za približno 70 % spojin. 
Glavna prednost in vivo raziskav je, da je možno opazovanje vseh učinkov, ki jih 
preiskovana spojina povzroči na živem sistemu celega telesa, ne le na posameznem tkivu 
(Freires in sod., 2017). 
Obstaja pa nekaj pomembnih dejavnikov, ki otežujejo uporabo živalskih modelov za 
napovedovanje genotoksičnosti pri ljudeh. Ena izmed glavnih težav so anatomske, 
presnovne in celične razlike med živalmi in ljudmi. In vivo študije preučujejo odziv modelne 
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živali na določeno snov. Ta odziv se pri ljudeh lahko pojavi ali pa tudi ne. Medvrstne razlike 
lahko povzročijo odstopanja, kot so različne stopnje izražanja membranskih transporterjev 
in metabolnih encimov, ki so pomembni na področju presnove in toksičnosti spojin, ter 
njihovem medsebojnem delovanju (Sabolić in sod., 2011). Še pomembneje je, da je človeška 
populacija zelo heterogena in en sam sev določene živalske vrste ne more natančno 
predvideti spremenljivosti odzivov, ki so vidni v človeški populaciji. Poleg tega in vivo 
študije običajno uporabljajo veliko večje koncentracije spojin od tistih, ki smo jim 
izpostavljeni ljudje. Razmerja med odmerkom in odzivom so zapletena, zato je težko 
predvideti vpliv teh visokih odmerkov pri manjši koncentraciji pri ljudeh, kar pogosto 
povzroči netočnost. Študije in vivo težko ocenijo nižje koncentracije, ki smo jim ljudje lahko 
izpostavljeni skozi daljše časovno obdobje (National Research Council, 2007; Bailey in sod., 
2014). 
Poleg tega je dandanes uporaba živali pri raziskovanju, preučevanju in testiranju pomembno 
etično vprašanje, saj mnogi od teh poskusov povzročajo živalim bolečino ali zmanjšujejo 
njihovo kakovost življenja. Zato EU zakonodaja predpisuje smernice za uporabo 
laboratorijskih živali v raziskovalne namene (Direktiva 2010/63/EU, 2010). Zakonodaja 
tako določa stroge predpise, kot so vrsta živali, ki se jo lahko uporabi, ustreznost 
življenjskega prostora in oskrbe živali, primerni načini usmrtitve in izvor uporabljenih živali. 
Za namen uporabe živali v znanstvene namene veljajo mednarodno sprejeta načela »3R«, ki 
narekujejo zamenjavo, zmanjšanje in izboljšanje (ang. replace, reduce, refine). Načelo 
zamenjave narekuje, da je potrebno, kadar je mogoče, nadomestiti in vivo testiranje z 
alternativnimi tehnikami. Načelo zmanjšanja pravi, da je potrebno zmanjšati število 
uporabljenih živali na minimum in pridobiti informacije iz čim manjšega števila živali ali 
dobiti čim več različnih informacij iz istega števila živali, medtem ko načelo izboljšanja 
zahteva, da se dodela način izvajanja poskusov tako, da živali čim manj trpijo. To vključuje 
izboljšanje bivalnih pogojev in postopkov, s katerimi se zmanjšata bolečina in trpljenje in/ali 
izboljša dobro počutje živali (Direktiva 2010/63/EU, 2010).   
V Sloveniji pravno podlago predstavljata Zakon o zaščiti živali (Ur. l. RS št. 23-848/13, 
2013) in Pravilnik o pogojih za izvajanje poskusov na živalih (Ur. l. RS št. 37/13, 2013; Ur. 
l. RS št. 89/14, 2014).  
Zaradi vseh naštetih pomanjkljivosti, časovnih in stroškovnih omejitev ter vse večjega 
števila kemikalij, ki jih je potrebno testirati, je vzpostavitev kompatibilnih in vitro tehnik 
postala pomembna naloga na področju ugotavljanja varnosti kemikalij in drugih spojin 
(Holmes in sod., 2010; National Research Council, 2007). 
2.1.2 Tradicionalni in vitro celični sistemi 
Uporaba modelnih celičnih sistemov in vitro pri testiranju varnosti oziroma genotoksičnosti 
spojin ima številne prednosti, vključno z zmanjšanjem števila živali v in vivo testiranjih, 
nižjimi stroški, za testiranja se uporabi manjše količine spojin, čas testiranja je krajši, poleg 
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tega pa in vitro sistemi omogočajo preučevanje večjega števila spojin v krajšem času in jih 
lahko uporabljamo kot presejalne sisteme. In vitro celični sistemi raziskovalcem omogočajo 
tudi preučevanje presnove spojin, oceno mehanizmov delovanja in toksičnosti, merjenje 
encimske aktivnosti in kinetike ter preučevanje razmerja med odmerkom in odzivom 
(LeCluyse in sod., 1996; DelRaso, 1993). Razvitih je več različnih in vitro celičnih sistemov, 
ki imajo prednosti in slabosti v primerjavi z in vivo modeli. 
V in vitro pogojih izolirano človeško jetrno tkivo oziroma rezine jetrnega tkiva predstavljajo 
največjo podobnost z organom jeter v in vivo pogojih. Vendar se ta model spopada s kar 
nekaj ovirami, kot so težave pri pridobivanju vzorcev, visoka cena in najpomembneje, etično 
vprašanje, saj zdravega človeškega jetrnega tkiva ni moč uporabljati v raziskovalne namene 
(Lin in Chang, 2008). 
Za rutinske namene testiranja in vitro se tako najpogosteje uporabljajo trajne celične kulture. 
Harrison je bil prvi, ki je uspešno kultiviral celice leta 1907 v raziskavi o izvoru živčnih 
vlaken (Harrison in sod., 1907). Od takrat se metoda izolacije celic in njihove kultivacije 
izboljšuje in uporablja za opazovanje rasti, diferenciacije celic zunaj telesa in za številne 
raziskave z različnih področij (Harrison, 1910; Scudiero in sod., 1988). Testiranja se lahko 
izvajajo z uporabo primarnih celic, izoliranih neposredno iz donorja ali z uporabo 
uveljavljenih linij, shranjenih v celičnih bankah (Godoy in sod., 2013). Ti dve možnosti sta 
podrobneje opisani v nadaljevanju. 
2.1.2.1  Človeške primarne hepatocite 
Človeške primarne hepatocite se smatrajo kot zlat standard v študijah in vitro testiranj 
varnosti/genotoksičnosti in v študijah presnove ksenobiotikov, saj imajo jetrno specifične 
funkcije, zlasti za presnovo pomembne encime citokrom P450 (CYP450) (Godoy in sod., 
2013; LeCluyse, 2001). Človeške primarne hepatocite so ene izmed bolj zahtevnih celic za 
vzdrževanje v in vitro pogojih, saj kmalu po izolaciji iz in vivo okolja in po prenosu v in 
vitro pogoje izgubijo svojo prvotno morfologijo in presnovne sposobnosti. Poleg tega se v 
in vitro pogojih primarne celice ne delijo. Na regulacijo jetrno specifičnih genov, vplivajo 
tako citokini kot hormoni, pomembne pa so tudi medcelične interakcije, zlasti stiki med 
celicami ter stiki med celicami in zunajceličnim matriksom (ECM; angl. extracellular 
matrix) (LeCluyse in sod., 1996). V jetrih so hepatocite podprte s širokim naborom 
beljakovin zunajceličnega matriksa, vključno s kolagenom, proteoglikanom in glikozamin-
glikanom, kar je nepogrešljiv pogoj za zagotovitev funkcionalnosti jeter (Vinken in sod.,  
2006). Splošno sprejetega protokola za vzdrževanje hepatocit v in vitro pogojih zaenkrat ni, 
saj večina dejavnikov (kot so na primer rastni faktorji, hormoni, dodatki itd.) spodbudi ali 
proliferacijo, ali pa diferenciacijo celic, ne pa obojega hkrati. Dejavniki, ki vodijo do 
proliferacije hepatocit, običajno zavirajo njihovo diferenciacijo in obratno. Kot primer, za 
proliferacijo je običajno potrebno dodati mitogeno spojino, kot je epidermalni rastni faktor 
(EGF), ki spodbuja sintezo DNA. Vendar se je izkazalo, da dodajanje EGF vodi do 
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zmanjšanja regulacije presnovnih encimov, zlasti CYP1A, CYP2B (De Smet, in sod.,  1999; 
De Smet in sod., 2001) in CYP2C11 (Ching in sod., 1996). 
Poleg težavnega vzdrževanja človeških primarnih hepatocit pomembno omejitev za rutinsko 
in vitro testiranje varnosti/genotoksičnosti spojin predstavljajo omejena razpoložljivost 
hepatocit, njihova kratka življenjska doba, genetske in presnovne razlike med donorji zaradi 
polimorfizmov ter razlik med posamezniki, hitra dediferenciacija, izguba jetrnih funkcij, 
neustrezen jetrni fenotip pri dvodimenzionalnem (2D) gojenju ter relativno visoki stroški 
(Gomez-Lechon in sod., 2004; den Braver-Sewradj in sod., 2016). 
2.1.2.2  Jetrne celične linije 
Kot alternativa primarnim celičnim hepatocitam se zaradi neomejene življenjske dobe, nižjih 
stroškov ter preprostega vzdrževanja pogosteje uporabljajo trajne celične linije, kot so 
HepG2 (Majer in sod., 2004), C3A (Fey in Wrzesinski, 2012), HepaRG (Le Hégarat in sod., 
2014), Huh6 (Waldherr in sod., 2018) in številne druge. Večina naštetih jetrnih celičnih linij 
izvira iz hepatocelularnega karcinoma. Dokazali so, da celične linije izražajo številne encime 
presnove in so dovolj občutljive za zaznavanje genotoksične aktivnosti neposredno delujočih 
spojin, ki za genotoksično delovanje potrebujejo encimsko aktivacijo (tako imenovani 
ksenobiotiki). Vendar so v tovrstnih trajnih jetrnih celičnih linijah v primerjavi s primarnimi 
jetrnimi celicami ravni izražanja ključnih presnovnih encimov mnogo nižje (Wilkening in 
sod., 2003; Guo in sod., 2011; Gerets in sod., 2012). Nizko izražanje nekaterih ključnih 
citokromov P450 ter predvsem nizko izražanje presnovnih encimov druge faze metabolizma 
ksenobiotikov (faza detoksifikacije) v celičnih linijah pa je ključni dejavnik slabe napovedi 
toksičnosti za ljudi (LeCluyse, 2001). 
2.1.3 In vitro tridimenzionalni (3D) celični modeli 
Vse več je dokazov, da trenutno uporabljeni celični sistemi za določanje 
varnosti/genotoksičnosti in vitro niso dovolj zanesljivi, saj, kot omenjeno, celice in vitro ne 
odražajo encimov I in II faze presnove ksenobiotikov v človeškem telesu in so dobljeni 
rezultati pogosto zavajajoči. Izkazalo se je, da so pozitivni rezultati dobljeni v in vitro 
pogojih v 80 % primerov lažno pozitivni. Zaradi tega je bilo mnogo spojin testiranih v in 
vivo pogojih, kar pomeni, da je bilo mnogo živali žrtvovanih po nepotrebnem. Po drugi strani 
pa sta se zaradi lažno pozitivnih rezultatov ustavila razvoj številnih farmacevtskih izdelkov, 
ali uporaba kemikalij (Kirkland in sod., 2007; Kirkland in sod., 2016).    
Tradicionalno in vitro testiranja izvajamo z uporabo dvodimenzionalnih (2D) enoplastnih 
celičnih modelov, ki pa slabo posnemajo pogoje in vivo. Celice se gojijo v plastenkah za 
gojenje celic ali v petrijevkah, kjer so pritrjene na podlago, kar je velika razlika od njihovega 
naravnega tridimenzionalnega (3D) okolja (Breslin in O’Driscoll, 2013; Guo in sod., 2011). 
V zadnjih dveh desetletjih se je močno pospešil razvoj najrazličnejših in vitro 
tridimenzionalnih (3D) celičnih modelov, ki bi bili bolj podobni matičnemu tkivu, s čimer 
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bi zagotovili večjo fiziološko pomembnost in bi premostili vrzel med testiranji na celicah v 
pogojih in vitro ter študijami na živalih in vivo (Bell in sod., 2016; Breslin in O’Driscoll, 
2013).   
In vitro 3D celični modeli, v nadaljevanju sferoidi, so preprosti tridimenzionalni celični 
modeli, ki jih lahko razvijemo iz kakršnegakoli tipa celic in se oblikujejo zaradi težnje po 
združitvi adhezivnih celic. Večcelični sferoidni model so prvič omenjali Holtfreter (1944) 
ter Moscona A. in Moscona H. (1952). Pripravili so ga iz suspenzije celic, ki so se zaradi 
adhezije združile v sferoid. Celice lahko namreč ponovno vzpostavijo medsebojne stike in 
specifična mikrookolja, saj začnejo same tvoriti zunajcelični matriks, kar jim omogoča, da 
izražajo fenotip, podoben tkivu. 
2.1.3.1  Nastanek in vitro 3D celičnih modelov  
K nastanku sferoidov, tako kot pri embrionalnem razvoju in morfogenezi tkiv, prispeva 
kompleksna adhezija celic (Lin in Chang, 2008). Več raziskav opisuje vlogo kadherinov in 
integrinov v procesu oblikovanja sferoidov (Casey in sod., 2001; Shimazui in sod., 2004). 
Kadherini so velika skupina transmembranskih proteinov, ki se med seboj povezujejo s 
homofilnimi interakcijami. E-kadherin je najbolj preučen kadherin in se najpogosteje izraža 
v epitelnih tkivih. Tudi integrini so velika družina transmembranskih proteinov, ki pa 
omogočajo povezavo celic z beljakovinami zunajceličnega matriksa. Z uporabo specifičnih 
protiteles, ki blokirajo kadherin in integrin, so Lin in sodelavci (2006) odkrili, da je 
nastajanje večceličnega sferoida tristopenjski proces. Prvi korak je ohlapna agregacija celic. 
Sledi zakasnitvena faza, v kateri pride do regulirane ekspresije kadherina. Temu sledijo še 
homofilne interakcije kadherin-kadherin med celicama, kar omogoči nastanek sferoida. 
Signalna transdukcija se začne z  β-katenin kompleksom, kar sčasoma vodi do diferenciranih 
lastnosti v sferoidih. Integrin pa je ključen za interakcije celic z zunajceličnim matriksom 
(Cavallaro in Christofori, 2004; Shimazui in sod., 2004). 
8 
Žabkar S. Jetrni 3D celični modeli za zaznavanje genotoksičnega delovanja kemikalij.   
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
 
Slika 1: Model postopka nastanka sferoida. Oblikovanje sferoida lahko razdelimo na tri stopnje: agregacijo 
celic, ekspresijo kadherina in končni, kompaktni sferoid (povzeto po Lin in Chang, 2008). 
Eilenberger in sodelavci (2019) so spremljali histološko in ultrastrukturno analizo sferoidov 
na jetrnih celicah HepG2 v časovnem obdobju 18 dni. Ugotovili so, da sferoidi prvih nekaj 
dni niso kompaktni, med celicami pa so vidni intersticijski prostori. V malo starejših 
sferoidih (nad 6 dni) so opazili tesne celične stike in splošno kondenzirano okroglo 
morfologijo z nepoškodovanimi in gladkimi zunanjimi površinami. V sferoidih je bil 
kromatin enakomerno porazdeljen v jedru, citoplazma pa intaktna, kar kaže, da so bile celice 
žive. Pri starosti ≥ 18 dni so sferoidi začeli izkazovati apoptotske značilnosti, kot so krčenje 
citoplazme, krčenje jedra, kondenzacija kromatina in nastanek apoptotskih teles. 
2.1.3.2 Struktura in vitro 3D celičnih modelov 
V sferoidu najdemo celice v različnih celičnih fazah, in sicer proliferirajoče celice, celice v 
fazi mirovanja, apoptotične, hipoksične in nekrotične celice, razlog za to pa je predvsem 
omejen transport hranil v notranjost sferoida (Kim, 2005; Khaitan in sod., 2006). 
Predlaganih je bilo več modelov, ki prikazujejo transport hranil in kisika v notranjost 
sferoida ter metabolnih produktov in drugih plinov iz sferoida (Hu in Li, 2007; Jiang in sod., 
2005) ter prodiranje terapevtskih snovi (Ward in King, 2003) v sferoid. Raziskave prehajanja 
snovi in plinov so bile opravljene z uporabo tehnik, kot so mikroelektrode (Muller-Klieser, 
1984; Carlsson in Acker, 1988) in protonska magnetna resonanca z indikatorji, občutljivimi 
na pH (Alvarez-Pérez in sod., 2005). Rezultati so pokazali, da je večcelični sferoid analogen 
nežilnemu tkivu ali tumorski masi z difuzijsko omejitvijo približno 150–200 µm za številne 
molekule, zlasti za kisik. Neučinkovit masovni transport povzroči znotraj sferoida tudi 
kopičenje metabolnih produktov, ki predstavljajo odpadek. Zato sferoidi s premerom od 200 
µm do 500 µm običajno vsebujejo nekrotično jedro, ki ga obdajajo žive celice. V notranji 
plasti so te celice v fazi mirovanja, v zunanji plasti pa se nahajajo proliferirajoče celice 
(Muller-Klieser, 1984; Alvarez-Pérez in sod., 2005). Proliferacija v 3D celičnih modelih je 
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nižja od proliferacije v 2D celičnih modelih in je tako bolj podobna pravim tkivom (Gurski 
in sod., 2010). 
 
Slika 2: Shematičen prikaz živosti celic v sferoidu z modelom transporta kisika, hranil in metabolnih 
produktov (povzeto po Lin in Chang, 2008). 
Kultura celic v dvodimenzionalnem (2D) celičnem modelu je sestavljena večinoma iz živih 
celic, saj se nekrotične celice običajno odlepijo od površine in se med menjavo gojišča 
zlahka odstranijo. Rast celic v eni plasti omogoča vsem celicam tudi neomejen dostop do 
sestavin gojišča, kot so kisik, hranila, metaboliti in signalne molekule. Za celice in vivo je 
razpoložljivost hranil, kisika in ostalih snovi zaradi naravne arhitekture drugačna, saj vse 
celice ne dostopajo v enaki meri do potrebnih snovi. Prav tako celice v 2D modelu brez težav 
izločajo sekundarne metabolite (Pampaloni in sod., 2007). 
2.1.3.2.1 Morfologija celic 
Ena izmed najbolj opaznih razlik med 2D in 3D celičnim modelom je razlika v morfologiji 
celic. Morfologija celic v 3D celičnem modelu močno spominja na morfologijo celic v 
telesu. V nasprotju s tem so celice, ki rastejo v 2D pogojih, sploščene in imajo spremenjen 
citoskelet. Posledica je izguba raznovrstnega celičnega fenotipa (Edmondson in sod., 2014; 
von der Mark in sod., 1977). Spremenjena morfologija celic prav tako vpliva na celično 
funkcijo (Mahmud in sod., 2009; Kilian in sod., 2010), organizacijo struktur znotraj celice, 
izločanje in celično signalizacijo (Debnath in Brugge, 2005; Nelson in Bissell, 2006). 
Številni raziskovalci menijo, da je celična polarnost ključna za ohranjanje genske aktivnosti 
in izražanja, pa tudi za pravilno delovanje celic v celični kulturi, še posebej v primeru jetrnih 
celic. Jetrne celice ali hepatocite, so celice z izrazitimi apikalnimi in bazolateralnimi 
domenami. Bočni domeni sosednjih hepatocit tvorita žolčni kanal z mikrovili, ki zbirajo 
žolč, izločen iz hepatocit (Haouzi in sod., 2005). Zaradi tega je ponovna vzpostavitev celične 
polarnosti in vitro pri hepatocitah še zahtevnejša kot pri drugih vrstah celic. V 2D celičnem 
modelu so celice le delno polarizirane, medtem ko 3D celični modeli omogočajo ponovno 
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vzpostavitev polarnosti in s tem ustvarijo okolje, ki je bolj podobno in vivo pogojem (Godoy 
in sod., 2013; Pampaloni in sod., 2007). 
2.1.3.2.2 Interakcije med celicami 
Večina celic v človeškem telesu sodeluje s sosednjimi celicami in komponentami 
zunajceličnega matriksa, da ustvari edinstveno 3D organizacijo. Zunajcelični matriks 
celicam omogoča, da se lahko gibljejo znotraj sferoida, podobno kot bi se celice gibale v 
živem tkivu. Poleg tega je zunajcelični matriks podporna struktura, ki vsebuje beljakovine, 
kot so kolagen, elastin in laminin, kar daje tkivom njihove mehanske lastnosti in pomaga pri 
organizaciji komunikacije med celicami. Integrini, receptorji na površini celic, so pritrjeni 
na zunajcelični matriks in sodelujejo pri sprejemanju biokemičnih signalov iz neposredne 
okolice. Ti medsebojni odnosi med celicami ter celicami in zunajceličnim matriksom tvorijo 
kompleksno komunikacijsko mrežo biokemičnih in mehanskih signalov, ki so ključni za 
normalno celično fiziologijo. Interakcije pri celicah sferoidov so bolj podobne in vivo stanju 
kot interakcije celic, ki rastejo v 2D okolju (Abbott, 2003; Griffith in Swartz, 2006; 
Pampaloni in sod., 2007). 
Interakcije celica-celica in celica-zunajcelični matriks pri dvodimenzionalnem modelu niso 
enake, kot bi bile v tkivu. Pri 2D celičnem modelu so interakcije med celicami možne le na 
robovih celic. Te interakcije so odgovorne za celično diferenciacijo, širjenje, vitalnost, 
izražanje genov in proteinov, odzivnost na dražljaje, presnovo ksenobiotikov in druge 
celične funkcije. Zaradi pomanjkanja interakcij je izguba tkivno specifičnih lastnosti 
običajna za celice, ki rastejo v 2D celičnih modelih (Pampaloni in sod., 2007; Baker in Chen, 
2012; Bissell in sod., 2003; Hickman in sod., 2014).  
2.1.3.2.3 Ultrastrukturne in funkcionalne značilnosti celic 
3D celični modeli imajo večjo stabilnost in daljšo življenjsko dobo kot 2D celični modeli. 
Zahvaljujoč 3D okolju, lahko celicam omogočimo nemoteno rast in jih lahko gojimo tudi do 
4 tedne, v primerjavi z največ enim tednom pri 2D celičnem modelu, kjer je potrebno zaradi 
preraščenosti (tako imenovane konfluence) kulture presaditi, kar izvedemo s tripsinizacijo, 
kjer encim vpliva na medcelične povezave. Tripsinizacija je nujen postopek pri 
dvodimenzionalnih kulturah, s katerim celice med seboj ločimo in na novo presadimo. 
Tripsin deluje s proteolitično razgradnjo proteinov zunajceličnega matriksa. Ti pa imajo, kot 
že omenjeno, pomembno vlogo pri celični strukturi, funkciji, signalizaciji in izražanju 
genov. Redna tripsinizacija tako celicam prepreči izgradnjo naravne strukture, moti funkcijo, 
transdukcijo signalov in izražanje genov. To pa je še en razlog, da so 3D celični modeli bolj 
primerni za dolgotrajne študije ter za dokazovanje dolgoročnih učinkov genotoksičnih snovi 
(Wrzesinski in Fey, 2013). 
V 3D okolju lahko celice dalj časa nemoteno rastejo, ker ni potrebe po tripsinizaciji celic, 
zaradi česar razvijejo tesne interakcije z drugimi celicami in povrnejo funkcionalnost, ki je 
11 
Žabkar S. Jetrni 3D celični modeli za zaznavanje genotoksičnega delovanja kemikalij.   
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
značilna za hepatocite. To celicam omogoča, da razvijejo več ultrastrukturnih in fizioloških 
značilnosti, ki se običajno ne razvijejo, če celice gojimo v 2D  pogojih.  
Jetrno tkivo ima visoko specializirano arhitekturo in edinstveno organizacijo na celičnem 
nivoju z visoko specializiranimi medceličnimi strukturami, tako imenovanimi žolčnimi 
kanalčki, ki jih tvorijo plazemske membrane sosednjih celic in predstavljajo 15 % celotne 
površine membrane hepatocitov (Eilenberger in sod., 2019). 
V eni od raziskav so s pomočjo elektronske presevne mikroskopije ugotovili, da so po šestih 
dneh v sferoidu prisotni mikrovili in žolčni kanalčki, ki so se s časom v premeru povečevali 
(Eilenberger in sod., 2019). Poleg tega so celice razvile tudi tesne stike, tvorile so zrna 
glikogena ter izločale albumin, sečnino in holesterol, kar so značilnosti jetrnih celic. Glede 
na njihovo morfologijo, stopnjo rasti, produkcijo ATP, adenilat kinaze, holesterola in 
sečnine pa predvidevajo, da sferoidi potrebujejo približno 18 dni od nastanka, da se večina 
celičnih funkcij povsem obnovi (Wrzesinski in Fey, 2013; Wrzesinski in sod., 2013; 
Eilenberger in sod., 2019). 
2.1.3.2.4 Celični receptorji, proteini in gensko izražanje  
Poleg že naštetih razlik se celice v 3D celičnem modelu razlikujejo od celic, gojenih v 2D 
celičnem modelu, tudi po izražanju genov, proteinov in celičnih receptorjev (Baharvand in 
sod., 2006). Različne celične linije, ki rastejo v 2D in 3D pogojih pogosto prikazujejo 
različne profile izražanja genov. Med te spadajo geni, ki so pomembni pri proliferaciji, 
angiogenezi, migraciji, invaziji in kemosenzibilnosti (Gurski in sod., 2010), ter geni, ki so 
pomembni pri pretvorbi ksenobiotikov in kodirajo encime I (aktivacija) in II (detoksifilacija) 
faze metabolizma (Hurrell in sod., 2019; Ramaiahgari in sod., 2014). 
Različno izražanje genov in/ali proteinov v 2D in 3D celičnih modelih je pogosto razlog, da 
se celice, ki se gojijo v 3D sistemih, obnašajo popolnoma drugače kot v 2D pri številnih 
celičnih procesih, vključno z rastjo in širjenjem, migracijo in invazijo, morfologijo in 
občutljivostjo na genotoksične spojine (Gurski in sod., 2010). Raziskave so pokazale, da so 
transkripcijske in translacijske spremembe povezane s prilagajanjem celic. Celice, ki so jih 
odstranili iz naravnega okolja in so jih prenesli v 2D, so se najprej prilagodile svojemu 
novemu okolju s spremembami na transkripcijski in translacijski ravni. Primerjava nivoja 
genskega izražanja med celičnimi linijami, vključno z rakom dojke, debelega črevesa, 
prostate in pljuč v 2D celičnih modelih, je pokazala, da se približno 30 % genov različno 
izrazi v in vitro celičnih linijah v primerjavi s 3D. Številni geni, ki spodbujajo hitro rast in 
širjenje, kot tudi tisti, ki celicam omogočajo, da se odzovejo na dejavnike v gojišču, so v 
celičnih linijah v 2D celičnem modelu pogosto 'up-regulirani' (imajo povišano izražanje), 
kar pomeni, da se celični odziv na molekulski dražljaj zaradi povečanja števila receptorjev 
na celični površini poveča. Zanimivo je, da je izražanje genov, ki omejujejo rast in 
razmnoževanje, zmanjšano v 2D celičnem modelu v primerjavi z izvornim tkivom. To 
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podpira ugotovitev, da se celice, gojene v 2D celičnem modelu, pogosto hitreje delijo v 
primerjavi s celicami, ki so gojene v 3D celičnem modelu (Birgersdotter in sod., 2005). 
V raziskavi, kjer so preučevali primarne mišje hepatocite, so ugotovili, da se je izražanje 
gena cyp1a2 v tradicionalnem 2D celičnem modelu hitro zmanjšalo, medtem ko so v 
sferoidih ravni ostale visoke več kot pet dni (Nemoto in Sakurai, 1993). Sferoidna kultura 
mišjih hepatocit lahko tudi več dni vzdržuje izražanje proteina cyp2b9 in cyp2b10 na ravneh, 
ki so enake in vivo (Nemoto in sod., 1995). Analiza izražanja genov primarnih prašičjih 
hepatocit je pokazala, da se več kot 65 genov pri tvorbi sferoidov izrazi drugače kot v 2D. 
Ti geni vključujejo tiste, ki kodirajo jetrno specifične transkripcijske faktorje in pojasnjujejo, 
zakaj sferoid bolj spominja na jetrno tkivo in vivo kot na enoplastne hepatocite (Narayanan 
in sod., 2002).  
Raziskava na celični liniji humanega hepatocelularnega karcinoma (celice HepG2/C3A) je 
pokazala, da celice, gojene 21 dni v 3D celičnem modelu v dinamičnih pogojih, izražajo 
širok nabor jetrno-specifičnih proteinov, kar kaže na to, da so celice popolnoma 
diferencirane. In vitro 3D celični modeli izražajo ključne gene, ki so povezani  s funkcijami 
jeter (Wrzesinski in sod., 2013; Štampar in sod., 2020), zaradi česar so primerni za testiranja 
genotoksične aktivnosti snovi. 
2.1.3.3 In vitro 3D multicelični sistemi 
In vitro 3D celični modeli ne omogočajo samo interakcij med celico in celico ter celico in 
zunajceličnim matriksom v monokulturah, temveč omogočajo tudi priložnost za so-kulturo 
več različnih tipov celic, s čimer lahko še bolje posnemamo pogoje in vivo, kar pri 2D 
celičnih modelih ni možno (Lin in Chang, 2008), saj en tip celic hitro preraste drug tip celic. 
Hepatocite so v tkivu v interakciji tudi z drugimi tipi jetrnih celic, kot so Kupfferjeve celice, 
stelarne celice in endotelijske celice, ki imajo pomembno vlogo pri delovanju jeter 
(Wrzesinski in sod., 2013). 
2.1.3.4 Metode gojenja in vitro 3D celičnih modelov 
In vitro 3D celični modeli se lahko gojijo v statičnih ali dinamičnih sistemih. Za oporo imajo 
lahko matriks ali ogrodje, ki sta lahko sintetičnega ali naravnega izvora. Najpogosteje se 
uporabljajo predvsem ekstrakti iz bazalne lamine ali kolagen. Celice lahko migrirajo med 
vlakni ogrodja in se nanje pritrdijo. Intersticijski prostor med vlakni zapolnjujejo celice, ko 
rastejo in se delijo ter tako tvorijo 3D celično strukturo. Lahko pa so 3D strukture brez opore 
in rastejo prosto, v gojišču. Celicam, ki so brez opore, ni zagotovljena nobena adhezivna 
površina in celična kultura je v veliki meri odvisna le od stikov med celicami (Gurski in sod., 
2010; Antoni in sod., 2015; Breslin in O’Driscoll, 2013). 
Metod, s katerimi lahko tvorimo 3D celične strukture, je zelo veliko in so bile razvite na 
podlagi poznavanja celične/tkivne arhitekture v prizadevanju, da bi se ustvarile tkivu čim 
bolj podobne strukture. Najbolj optimalna metoda za in vitro 3D celične modele ni določena, 
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saj ima vsaka prednosti in slabosti. V nadaljevanju so predstavljene tri najpogosteje 
uporabljene. 
2.1.3.4.1 Prisilna plavajoča metoda 
Princip prisilne plavajoče metode temelji na tem, da se 3D celične modele tvori v ne-
adhezivnih ploščah. Premaz na njih preprečuje celicam, da bi se pritrdile, in spodbuja stike 
med celicami, kar posledično spodbuja oblikovanje večceličnega sferoida. Po nasaditvi celic 
v vdolbinice ne-adhezivnih plošč lahko le-te centrifugiramo, s čimer spodbudimo celice, da 
se zgostijo/zberejo skupaj in se nato med seboj povežejo (Lin in Chang, 2008). 
Ta metoda ima številne prednosti. Je preprosta in ponovljiva, saj jo izvajamo na ploščah z 
vdolbinicami in lahko v vsako vdolbinico nasadimo enako število celic, s tem pa zagotovimo 
enako velikost vseh sferoidov. V skladu s tem je lahko različna tudi velikost sferoida – za 
večje sferoide nanesemo večjo gostoto celic. Celice lahko nasadimo v ploščo s 96 
vdolbinicami in tako ustvarimo veliko število morfološko homogenih sferoidov. Med seboj 
so ločeni, zato se lahko preučuje vsakega posebej. Vse to pa je idealno za testiranje 
toksičnosti, preučevanje izražanja genov v sferoidih in številne druge celične in biokemične 
preiskave (Ivascu in Kubbies, 2006).  
2.1.3.4.2 Metoda visečih kapljic 
Tudi metoda visečih kapljic je preprosta. Mešanico celic in gojišča se s pipeto nanese na 
gladko, ravno površino (npr. na petrijevo ploščo) v obliki kapljic. Nato se površino obrne in 
celična suspenzija se spremeni v visečo kapljico, ki se zaradi površinske napetosti drži na 
mestu. Celice se kopičijo na dnu kapljice, na stiku med tekočino in zrakom. Med seboj se 
celice v kapljici povežejo in tako tvorijo sferoid. Kasneje se jih lahko prenese na plošče z 
vdolbinami za izvajanje raziskav (Kelm in sod., 2003). 
Podobno kot pri prisilni plavajoči metodi je tudi tu velikost sferoida odvisna od gostote 
nasajenih celic in jo lahko prilagajamo potrebam raziskav. Nastali sferodi so kompaktni in 
kažejo majhno variabilnost v velikosti. Kelm in sodelavci (2003) so poročali, da so z metodo 
visečih kapljic nastale tridimenzionalne visoko organizirane strukture, ki so proizvajale 
lasten zunajcelični matriks in so bile s tem podobne tkivom. Pomanjkljivost te metode pa je 
omejitev volumna, saj površinska napetost, ki zadržuje tekočino na površini, ne vzdrži večjih 
količin tekočine (Kurosawa, 2007). 
2.1.3.4.3 Metode, ki temeljijo na mešanju  
Metode, ki temeljijo na mešanju spadajo med dinamične sisteme in jih lahko razvrstimo v 
dve kategoriji: v prvi so bioreaktorji z vrtilnimi bučkami, v drugi pa rotacijski sistemi. 
Splošen princip teh metod je, da celična suspenzija v posodi ostane v gibanju. To dosežemo 
z mešanjem (prva kategorija), ali vrtenjem posode (druga kategorija). Neprekinjeno gibanje 
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celic v suspenziji celicam onemogoča, da bi se pritrdile na stene, ali dno posode, temveč se 
med celicami tvorijo medcelične interakcije (Kim, 2005; Goodwin in sod., 1993). 
Prednosti teh metod so nastanek velikega števila sferoidov in omogočen nadzor nad 
gojenjem. Gojišče je enostavno menjati, zaradi česar lahko kulturo vzdržujemo dalj časa. 
Pomanjkljivost pa je, da lahko sila, ki povzroča gibanje suspenzije, negativno vpliva na 
celično fiziologijo. Poleg tega so sferoidi, ki nastanejo, različnih velikosti in je potreben 
naknaden ročni izbor za pridobitev skupine sferoidov s podobno velikostjo za analizo, če bi 
zanjo bili potrebni sferoidi enake velikosti. Za namene testiranja genotoksičnosti bi sferoide 
morali presaditi v primerne plošče, npr. v ne-adhezivne plošče z 96 vdolbinicami (Lin in 
Chang, 2008; Kim, 2005). 
 
Slika 3: Prikaz treh najpogosteje uporabljenih metod gojenja sferoidov (povzeto po Breslin in O’Driscoll, 
2013). 
2.1.3.5 Pomanjkljivosti 3D celičnih modelov 
Pri uporabi in vitro 3D celičnega modela pa obstaja nekaj ovir. Najpomembnejša je 
pomanjkanje standardizacije v protokolih, kar vodi do razlik v strukturi in sestavi večceličnih 
sferoidov. To pa lahko vpliva na rezultate preučevanja toksičnosti spojin in študij 
učinkovitosti. Izbrana metoda gojenja vpliva na velikost, obliko, gostoto, površinsko 
topologijo in mikrostrukturo, kar lahko spremeni vedenje celic (Scudiero in sod., 1988). 
Naslednja pomanjkljivost je, da se celice v 3D pogojih delijo bistveno počasneje kot celice 
v 2D pogojih. Celice v 3D strukturah je tudi težko prešteti (Fey in Wrzesinski, 2012), ne da 
bi sferoid razbili na posamezne celice. Poleg tega je sferoide težje mikroskopirati, zato za 
natančnejše analize potrebujemo nekoliko bolj zahtevne tehnike, kot je konfokalna 
mikroskopija, obdelava slik pa je zahtevnejša v primerjavi z 2D celičnim modelom, saj je 
otežena neposredna vizualizacija celic in organelov. 
2.1.4 Standardizacija in vitro 3D celičnih modelov 
O prednostih in vitro 3D celičnih modelov je v zadnjem času vse več govora, a še vedno niso 
nadomestili klasičnega 2D modela tako v industrijskih kot v akademskih raziskavah. Še 
vedno je prisotna zahteva po potrditvi robustnosti, zanesljivosti in vsestranskosti 3D 
modelov (Hickman in sod., 2014). Prehod uporabe z 2D na 3D celične modele se bo uveljavil 
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šele, ko bo dosežena visoka stopnja standardizacije in validacije 3D celičnega modela 
(Hirschhaeuser in sod., 2010). 
Ovrednotiti je potrebno občutljivost in specifičnost in vitro 3D celičnih modelov za 
zaznavanje genotoksičnega delovanja posrednih in neposrednih mutagenov. Zelo 
pomembno je ugotoviti, ali lahko z novorazvitimi in vitro 3D celičnimi modeli bolj natančno 
zaznamo poškodbe DNA, ki jih povzročajo genotoksične spojine. Tako smo v magistrskem 
delu ocenili primernost novo razvitega in vitro 3D celičnega modela za napovedovanje 
genotoksične aktivnosti spojin s pomočjo modelnih neposredno delujočih genotoksičnih 
spojin, benzo(a)pirena (BaP) in 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo(4,5-b)piridina (PhIP).  
2.1.4.1 Benzo(a)piren (BaP)  
Benzo(a)piren (v nadaljevanju BaP) je policikličen aromatski ogljikovodik, ki nastane pri 
nepopolnem izgorevanju, ali s pirolizo maščobe in ga najpogosteje najdemo v cigaretnem 
dimu in izpušnih plinih (Knize in sod., 1999). Izpostavljenost BaP povzroči 
imunotoksičnost, ima teratogene učinke ter inducira apoptozo in povečano metilacijo DNA 
(International Agency for Research on Cancer, 2010). Na seznamu karcinogenih snovi 
mednarodne agencije za raziskave raka (IARC – International Agency for Research on 
Cancer) je BaP uvrščen v skupino 1 (dokazano rakotvoren), saj je bila dokazana povezava 
med izpostavljenostjo spojini in razvojem rakavega obolenja.  
Natančno gledano je BaP prokarcinogen, kar pomeni, da sam po sebi ne povzroča škodljivih 
učinkov, temveč se mora metabolizirati. Metabolno se aktivira v jetrih, predvsem s 
citokromom CYP1A1, deloma pa tudi s CYP1A2, CYP1B1, CYP2C9 in CYP3A4 in tvori 
različne produkte, med drugim tudi benzo(a)piren-7,8-oksid. Ta produkt se presnavlja z 
epoksidno hidrolazo in nastane benzo(a)piren-7,8-dihidrodiol. Končna kancerogena snov pa 
nastane po drugi reakciji s citokromom CYP1A1 in/ali CYP1B1, ko nastane benzo(a)piren-
7,8-dihidrodiol-9,10-epoksid (Xue in Warshawsky, 2005). Predvsem z gvanini diepoksid 
tvori stabilne povezave z DNA, kar je bilo dokazano na številnih organih in živalskih vrstah 
(International Agency for Research on Cancer, 2010; Gautier in sod., 1996). Izkazalo pa se 
je, da so tudi vmesni presnovki genotoksični in rakotvorni (Osborne in Crosby, 1987).  
 
Slika 4: Presnova BaP v jetrih (povzeto po Arlt in sod., 2014). 
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2.1.4.2 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo(4,5-b)piridin (PhIP)  
2-amino-1-metil-6-fenilimidazo(4,5-b)piridin (v nadaljevanju PhIP) je spojina, ki spada v 
skupino heterocikličnih aminov. Ti nastajajo, kadar hrano, bogato z beljakovinam, kot so 
meso in ribe, izpostavimo visokim temperaturam (Knize in sod., 1999). Čeprav PhIP ni 
najbolj mutagen heterocikličen amin, ki ga najdemo v kuhani hrani, pa je najpogostejši. 
Izpostavljenost je odvisna od prehranjevalnih navad posameznika, vrste mesa, količine in 
načina priprave hrane (Gooderham in sod., 2002). 
Na seznamu karcinogenih snovi mednarodne agencije za raziskave raka (IARC) je uvrščen 
v skupino 2B, kar pomeni, da je verjetno karcinogen za ljudi. Na modelih in vitro ter 
testiranjih na živalih je veliko dokazov o njegovih rakotvornih učinkih. Pri glodavcih poveča 
pojavnost raka debelega črevesa in hormonskih rakov, kot je rak dojke (Gooderham in sod., 
2002). 
Tako kot BaP tudi PhIP sam po sebi ni genotoksičen, ampak se mora metabolno pretvoriti v 
aktivno obliko. PhIP se v glavnem presnavlja s CYP1A2, v manjši meri pa tudi s CYP1A1 
in CYP1B1. Z N-hidroksilacijo nastane N-hidroksi-PhIP. Z nadaljnjo presnovo z N-
acetiltransferazami ali sulfotransferazami pa nastane mutagen produkt, N-acetoksi-PhIP ali 
N-sulfoksi-PhIP, ki z DNA tvori stabilne povezave, kar lahko vodi do nastanka mutacij 
(Crofts in sod., 1998; Arlt in sod., 2014; Turesky, 2010). 
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3 MATERIAL IN METODE  
Eksperimentalno delo je v celoti potekalo na Oddelku za genetsko toksikologijo in biologijo 
raka na Nacionalnem inštitutu za biologijo v Ljubljani. 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Kemikalije 
Preglednica 1: Kemikalije, uporabljene v magistrskem delu. 




Reasearch Chemicals Inc., 
Kanada 
105650-23-5 
Benzoapiren (BaP) Sigma, ZDA 50-32-8 
Etanol (99 %) EDM Millipore Corp., 
Nemčija  
64-17-5  
Etopozid (ET) Santa Cruz Biotechnology, 
ZDA 
SC-3512A 
Fluorescein diacetat (FDA) Sigma, ZDA  F7378 
Goveji serumski albumin (BSA; ang. 
albumin bovine) 
Sigma, ZDA A9418-500G 
Hoechst  Invitrogen, ZDA 33258 
Dimetil sulfoksid (DMSO) Honeywell, Riedel-de Haën, 
Nemčija  
41640 
Fosfatni pufer (PBS; ang. phosphate 
buffered saline) 
Gibco, Life Technologies 
Corp., ZDA  
14200-067 
L- glutamin Sigma, ZDA  G7513  
Medij MEME (ang. Minimum Essential 
Medium Eagle) 
Sigma, ZDA M2414  




Promega, ZDA G111A  
Natrijev hidrogen karbonat (0,1g/mL) Sigma, ZDA S5761  
Natrijev piruvat (0,1g/mL) Sigma, ZDA P2256  
Penicilin/streptomicin ( 1 %) Sigma, ZDA P0781 
PMS (fenazin metosulfat) Sigma, ZDA P9625 
Propidijev jodid (PI) Sigma, ZDA  P4170 
Protitelesa (Anti-H2AX pS139-APC) Miltenyi Biotec, Nemčija  130-107-586 
Protitelesa (Anti-KI-67-FITC) Miltenyi Biotec, Nemčija  130-117-691 
Protitelesa (Rea Control (I)-FITC) Miltenyi Biotec, Nemčija  130-104-611 
Protitelesa (Rea Control (I)-APC) Miltenyi Biotec, Nemčija  130-104-615 
  Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 1: Kemikalije, uporabljene pri magistrskem delu.   
Kemikalija Proizvajalec Kataloška 
številka 
Raztopina neesencialnih aminokislin 1 % 
(NEAA; ang. non-essential aminoacids) 
Sigma, ZDA M7145 
Serum govejega zarodka (FBS; ang. fetal 
bovine serum) 
Gibco, Life Technologies 
Corp., ZDA 
10500-064 
Tripansko modrilo Sigma, ZDA T8154 
 
Tripsin (0,25 % Trypisn- EDTA) 
Gibco, Life Technologies 
Corp., ZDA 
25200-056 






3.1.2 Celična linija HepG2 
Jetra so osrednji organ, kjer s pomočjo številnih encimov poteka presnova ksenobiotikov. 
Proces presnove je deljen na 4 faze, od katerih predvsem faza I (aktivacija) in faza II 
(detoksifikacija) vključujeta številne encime za presnovo. Glavna funkcija encimov, ki 
presnavljajo ksenobiotike, je pretvorba hidrofilnih spojin do bolj polarnih in v vodi topnih 
snovi, kar pa pogosto vključuje nastanek visoko reaktivnih intermediatov. Določene spojine 
tako postanejo toksične šele po aktivaciji z metabolnimi encimi faze I. Če ni ustreznega 
metabolizma faze II, se lahko vežejo na DNA ali beljakovine, kjer povzročajo poškodbe 
(Badal McCreath in Delgoda, 2017).  
Zaradi procesov metabolizma v študijah in vitro, kjer proučujemo biotransformacijo 
ksenobiotikov ter citotoksično in genotoksično delovanje različnih spojin, kot celični model 
uporabljamo kulture jetrnih celic (Mersch-Sundermann in sod., 2004). Kot že omenjeno v 
pregledu literature, človeške primarne hepatocite veljajo za zlati standard za testiranje 
presnove zdravil in toksičnosti, vendar težavo predstavljajo hitra dediferenciacija, težavno 
vzdrževanje, omejena razpoložljivost vzorcev jeter pri ljudeh, kratka življenjska doba, visoki 
stroški ter razlike med donorji zaradi polimorfizmov. Kot alternativa primarnim jetrnim 
celicam se zaradi neomejene življenjske dobe pogosteje uporabljajo jetrne celične linije kot 
so HepG2, C3A, Huh6, Huh7, HepaRG in mnoge druge (Waldherr in sod., 2018; Knasmüller 
in sod., 1998; Ramaiahgari in sod., 2014).  
Za zaznavanje citotoksičnega in genotoksičnega delovanja kemikalij smo v naši raziskavi 
uporabili celično linijo humanega hepatocelularnega karcinoma, HepG2 celice, ki jih imajo 
v celični banki na oddelku za genetsko toksikologijo in biologijo raka in izvirajo iz ameriške 
celične banke (American Type Culture Collection, Manassas, ZDA, HB-8065™). Te so bile 
pridobljene iz jetrnega hepatocelularnega karcinoma 15-letnega kavkazijskega moškega 
(povzeto po HepG2, ATCC https://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/HB-
8065.aspx#generalinformation).  
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HepG2 celice imajo morfologijo epitelijske celice, ki spominja na jetrne parenhimske celice. 
Pri nizki gostoti so celice značilne zvezdaste oblike. Sintetizirajo in izločajo veliko 
plazemskih beljakovin, kot so transferin, fibrinogen, plazminogen in albumin, in so značilne 
za normalne človeške jetrne celice. Imajo jedro z anevploidnim številom kromosomov, in 
sicer od 48 do 54, najpogosteje je prisotnih 52 kromosomov. Njihov celični cikel traja 
približno 20–28 ur (Natarajan in Darroudi, 1991; povzeto po HepG2, ATCC 
https://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/HB-8065.aspx#generalinformation). 
 
Slika 6: Celice HepG2 slikane z invertnim mikroskopom TI Eclipse (Nikon, Japonska) pod 100x 
povečavo in s programsko opremo NIS 4.13 (Nikon Instruments, Melville, NY, USA). Foto: Sonja 
Žabkar. 
Celična linija humanega hepatocelularnega karcinoma ima ohranjene metabolne encime I 
(aktivacija) in II (detoksifikacija) faze metabolizma ksenobiotikov in zato celice bolje 
odražajo presnovo ksenobiotikov v človeškem telesu kot druge presnovno nezmožne celice, 
ki se uporabljajo v številnih raziskavah in vitro. Celice HepG2 imajo izraženo aktivnost 
širokega spektra encimov faze I, kot so citokrom P450 (CYP) 1A1, 1A2, 2B, 2C, 3A in 2E1, 
arilhidrokarbonska hidrolaza, nitroreduktaza, N-demetilaza, katalaza, peroksidaza, NADPH: 
citokrom c reduktaza, citokrom P450 reduktaza, kinonska oksidoreduktaza in faze II, kot so 
epoksid hidrolaza, sulfotransferaza, glutation S-transferaza (GST) in N-acetil transferaza 
(Knasmüller in sod., 1998). 
Zavedati pa se moramo, da je raven izraženih encimov (zlasti raven encimov faze II) nizka 
v primerjavi s stopnjo izraženih človeških primarnih jetrnih celic, tako da se intenzivnost 
aktivacije in/ali razstrupljanja citotoksičnih oziroma genotoksičnih snovi razlikuje od 
intenzitete izražanja teh encimov pri ljudeh, vendar pa pri jetrnih celičnih linijah ni vpliva 
genetskih polimorfizmov encimov faze I in faze II, ki ga poznamo pri ljudeh. Drug 
pomemben dejavnik, zakaj uporabljati celične linije v raziskavah in vitro je standardizacija 
gojenja celic in sistemov preizkušanja, kar omogoča ponovljivost testnih sistemov (Mersch-
Sundermann in sod., 2004).  
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3.1.2.1 Gojenje celic HepG2 
Celice smo gojili v celičnem gojišču v plastenkah za gojenje celičnih kultur (Corning Cell 
Culture Flask, Corning Incorporated, ZDA) s površino 25 cm² (T-25) oziroma 75 cm² (T-
75) v inkubatorju pri 37 °C in v vlažni atmosferi s 5 % CO2. Celično gojišče smo pripravljali 
v sterilnih pogojih in ga shranjevali do enega meseca na 4 °C. 
Za pripravo 100 mL celičnega gojišča smo uporabili:  
 110 µL raztopine Na-piruvata (s koncentracijo 0,1 g/mL) 
 1 mL 1 % raztopine antibiotikov penicilin/streptomicin   
 1 mL 1 % raztopine neesencialnih aminokislin (NEAA) 
 1 mL 1 % raztopine L-glutamina 
 1,35 mL raztopine NaHCO3 (s koncentracijo 0,1 g/mL) 
 10 mL seruma govejega zarodka (FBS; ang. fetal bovine serum) 
 86,54 mL medija MEME (ang. Minimal Essential Medium Eagle) 
 
Celice smo presajali, ko so dosegle 70- do 80-odstotno preraščenost površine plastenke. 
Odstranili smo celično gojišče in plastenko sprali s fosfatnim pufrom (PBS; ang. phosphate 
buffer saline) sobne temperature. Dodali smo raztopino 0,25 % tripsina (na T-25 1 mL, na 
T-75 2 mL tripsina) in celice inkubirali 4 minute pri 37 °C. Tripsin je povzročil, da so se 
celice odlepile od površine gojitvene plastenke. Nato smo dodali sveže gojišče (na T-25 
5mL, na T-75 10 mL) in s tem deaktivirali tripsin, ki lahko po daljši izpostavitvi poškoduje 
celično membrano. Celice smo nato centrifugirali (5 min, 1000 obratov/minuto, sobna 
temperatura). Po centrifugiranju smo odstranili supernatant, celično usedlino pa premešali v 
5 mL svežega gojišča. Skupke celic smo razbili na posamezne celice s pomočjo sterilne 
brizge in igle (0,9 x 40 mm). Celoten postopek presajanja smo opravljali v sterilnih pogojih. 
Celice smo prešteli s pomočjo hemocitometra. Pripravili smo suspenzijo celic in tripan 
modrega barvila v razmerju 1 : 5 (10 μL celične suspenzije in 40 μL tripan modrega barvila). 
Tripan modro je vitalno barvilo, kar pomeni, da prodre skozi propustne membrane, torej v 
mrtve celice, ki jih obarva modro, žive celice pa imajo pravilno okroglo obliko in niso 
obarvane modro. Mešanico celic in tripan modrega barvila (10 μL) smo nato nanesli na 
hemocitometer in s pomočjo mikroskopa prešteli število celic v označenih kvadrantih. 
Število celic smo izračunali po naslednji formuli, kjer A, B, C in D predstavljajo število celic 
v posameznem preštetem kvadrantu, R faktor redčenja, Kp pa globino komore. 
(𝐴 + 𝐵 + 𝐶 + 𝐷) × 𝑅 × 𝐾𝑝 × 𝑉suspenzije
4
                                     … (1) 
Gostoto celic smo podali kot število celic/mL. Glede na število celic smo v nove plastenke 
za gojenje celičnih kultur nanesli ustrezen volumen celic in celičnega gojišča in jih nadalje 
gojili v inkubatorju (37 °C, 5 % CO2), ali pa smo iz njih pripravili in vitro 3D celične kulture 
kot je opisano v 3.2.1. 
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3.2 METODE 
3.2.1 Razvoj in vitro 3D celičnega modela 
In vitro 3D celični model, v nadaljevanju sferoide, smo pripravili s pomočjo prisilne 
plavajoče metode s centrifugiranjem (ang. forced floating method) v mikrotiternih ploščah s 
96 vdolbinami (ang. 96-well U-bottom low attachment plates; Falcon, Corning Corporation, 
ZDA) iz celične linije humanega hepatocelularnega karcinoma (HepG2 celice). V 
centrifugirko smo odpipetirali ohlajeno celično gojišče (4 °C) in dodali ustrezen volumen 
hladne metilceluloze (končna koncentracija 4 %). V tako pripravljeno gojišče smo prenesli 
ustrezen volumen celic, ki smo jih pred tem tripsinizirali in prešteli. Glede na dolžino gojenja 
in starost sferoidov smo število celic prilagajali. Začetna gostota za sferoide, ki smo jih 
izpostavili ksenobiotikom krajši čas (24 ur) je bila 6000 celic/sferoid, za sferoide, ki smo jih 
ksenobiotikom izpostavili daljši čas (72 ur) pa 3000 celic/sferoid. V vsako vdolbinico 
mikrotiterne plošče smo nanesli 200 μL gojišča z metilcelulozo in celicami ter plošče 
centrifugirali 1,5 ure pri 28 °C in 900 G, da so celice agregirale. Celične agregate smo nato 
gojili 72 ur pri 37 °C v vlažni atmosferi s 5 % CO2, da so se oblikovali sferoidi, ki smo jih 
uporabili v nadaljnjih raziskavah. 
3.2.1.1  Priprava metilceluloze 
Pred samo pripravo sferoidov smo pripravili založno raztopino metilceluloze (12 mg/mL). 
Za 500 mL založne raztopine smo zatehtali 6 g metilceluloze v prahu in jo najprej 
avtoklavirali v 500 mL steklenici z dodanim magnetnim mešalom. Metilceluloza je stabilna 
pri visokih temperaturah, zato avtoklaviranje ne vpliva na spojino. Gojišče (250 mL) smo 
segreli na 60 °C in v njem raztopili avtoklavirano metilcelulozo. Mešali smo sterilno na 
mešalu 20 minut. Raztopljeni metilcelulozi smo dodali preostalih 250 mL gojišča, segretega 
na sobno temperaturo. Celotno raztopino smo mešali 2 uri na 4 °C. Končno založno 
raztopino smo alikvotirali in centrifugirali pri 5000 G, 2 uri na sobni temperaturi, pri čemer 
so se drobni neraztopljeni koščki metilceluloze usedli na dno centrifugirke. Za pripravo 
sferoidov smo uporabili le zgornji del pripravljene metilceluloze, ki je bil zelo viskozen 
supernatant (približno 90–95 % založne raztopine). 
3.2.2 Karakterizacija in vitro 3D celičnega modela 
V prvem delu magistrskega dela smo najprej optimizirali in okarakterizirali pogoje za razvoj 
in vitro 3D celičnega modela (sferoidov), ki smo ga pripravili iz celične linije humanega 
hepatocelularnega karcinoma (HepG2 celice). Vsakih 24 ur od nastanka sferoida do 168 ur 
(7 dni; 1. dan = 24 ur po nastanku sferoida) smo spremljali in merili površino sferoidov ter 
tako ugotavljali njihovo rast. Pripravili smo sferoide dveh velikosti, in sicer sferoide z 
začetno gostoto 6000 celic/sferoid in 3000 celic/sferoid, ter merili rast sferoidov pri obeh 
pogojih.  
Karakterizacijo rasti sferoidov smo izvedli v treh neodvisnih ponovitvah, kjer smo v vsaki 
ponovitvi izmerili po 10 sferoidov s pomočjo invertnega mikroskopa TI Eclipse (Nikon, 
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Japonska) pod 40x povečavo. Slike smo zajeli in obdelali s pomočjo programske opreme 
NIS 4.13 (Nikon Instruments, Melville, NY, USA). Za statistično obdelavo podatkov smo 
uporabili program GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, Inc., ZDA). Statistično analizo 
smo izvedli z enosmerno analizo variance (ANOVA) z Dunnettovim primerjalnim testom (p 
< 0,05). 
3.2.3 Določanje živosti sferoidov z diferencialnim barvanjem s FDA in PI  
Živost sferoidov smo določali z diferencialnim barvanjem z uporabo dveh fluorescenčnih 
barvil in sicer fluorescein diacetat (FDA), ki obarva žive celice ter propidijev jodid (PI), ki 
obarva mrtve celice. FDA preide v žive celice, ki pretvorijo nefluorescentno FDA v zeleni 
fluorescentni presnovni fluorescein. Pretvorba je odvisna od esteraze, zaradi česar izmerjeni 
signal (zeleno barvo) zaznamo le v živih celicah. Nasprotno pa jedrno barvilo PI ne more 
preiti skozi celično membrano. Jedro doseže le v mrtvih celicah, kjer prehaja skozi pore v 
celični membrani zaradi razpada in se prepleta z dvojno vijačnico DNA (Boyd in sod., 2008). 
Celično gojišče smo zamenjali z gojiščem brez dodanega FBS z dodatkom FDA (8 µg/ mL) 
in inkubirali eno uro. Nato smo dodali PI (20 µg/ mL) in inkubirali dodatnih 5 minut. Celično 
gojišče z barviloma smo nato nadomestili s celičnim gojiščem brez dodanega FBS in 
analizirali sferoide. V poskus smo zajeli sferoide z začetno gostoto 6000 celic/sferoid ter 
sferoide z začetno gostoto 3000 celic/sferoid pri različnih starostih. 
Slike smo zajeli s pomočjo invertnega konfokalnega mikroskopa (Leica, TSC SP8) po 
rezinah v različnih globinah sferoida pri 100-kratni povečavi. Na sferoid smo posneli 
približno 50 rezin. Slike smo nato združili s prekrivanjem s pomočjo programske opreme 
Leica in funkcije največje intenzitete slike (ang. maximum intensity projection image). 
3.2.4 Preučevanje citotoksičnega in genotoksičnega delovanja modelnih ksenobiotičnih 
spojin na in vitro 3D celičnem modelu 
V drugem delu magistrskega dela smo ugotavljali občutljivost razvitega in vitro 3D 
celičnega modela za zaznavanje posredno delujočih genotoksičnih spojin, ki za svojo 
aktivnost potrebujejo metabolno pretvorbo. Sferoide smo pri starosti 72 ur izpostavili 
genotoksičnima spojinama BaP in PhIP na mikrotiternih ploščah s 96 vdolbinicami, kjer je 
vsaka vdolbinica vsebovala en sferoid. Odstranili smo celično gojišče in ga nadomestili z 
200 µL celičnega gojišča z ustrezno koncentracijo določene spojine. Sferoidi so bili 
kratkotrajno (24 ur) in dolgotrajno (72 ur) izpostavljeni modelnima genotoksičnima 
spojinama, in sicer policikličnemu aromatskemu ogljikovodiku, benzo(a)piren-u (BaP) in 
heterocikličnem aromatskem aminu, 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo(4,5-b)piridinu (PhIP).   
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Založne koncentracije raztopin BaP (9,9 mM), PhIP (20 mM) in etopozida (ET; 1,7 µM) so 
bile pripravljene v nepolarnem topilu, dimetil sulfidu (DMSO) in smo jih do uporabe hranili 
na –20 °C. Neposredno delujoča genotoksična spojina etopozid je v poskusih služila kot 
pozitivna kontrola. 
Sferoide smo v vseh poskusih izpostavili tudi ustreznim kontrolam pri enakih pogojih kot 
genotoksičnim spojinam:  
 Kontrola gojišča: neizpostavljene celice, ki smo jim dodali le sveže celično gojišče. 
 Kontrola topila: sferoidi, ki smo jih izpostavili v celičnemu gojišču z enako količino 
topila (DMSO), kot ga je vsebovalo gojišče z genotoksičnimi spojinami; kontrola 
topila pri sferoidih, izpostavljenih BaP, je vsebovala 0,2 % DMSO, kontrola topila 
pri sferoidih, izpostavljenih PhIP, pa 1 % DMSO. 
 Pozitivna kontrola: sferoidi, izpostavljeni znani genotoskični spojini etopozidu (1,7 
M). 
 
a) Izpostavitev sferoidov BaP  
Sferoide smo pri starosti 72 ur za kratkotrajno izpostavitev (24 ur) smo nasadili začetno 
gostoto 6000 celic/sferoid, za dolgotrajno izpostavitev (72 ur) pa 3000 celic/sferoid 
izpostavili različnim koncentracijam BaP za 24 ur (0.1, 1, 10, 20 in 40 µM) oziroma 72 ur 
(0.001, 0.01, 0.1, 1 in 10 µM). 
b) Izpostavitev sferoidov PhIP  
Sferoide smo pri starosti 72 ur za kratkotrajno izpostavitev (24 ur) smo uporabili začetno 
gostoto 6000 celic/sferoid, za dolgotrajno izpostavitev (72 ur) pa 3000 celic/sferoid 
izpostavili različnim koncentracijam PhIP za 24 ur (50, 100, 150 in 200 µM) oziroma 72 ur 
(25, 50, 100, 150, 200 in 400 µM). 
3.2.4.1 Določanje citotoksičnega delovanja s testom MTS 
Test MTS je natančna, enostavna in kvantitativna metoda za določanje proliferacije in živosti 
suspenzijskih in pritrjenih celic oziroma citotoksičnega delovanja spojin na celice. Princip 
testa je, da se reagent MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazol) zaradi delovanja mitohondrijskih dehidrogenaznih encimov, ki so 
aktivni le v živih celicah, spremeni v vodotopen formazan. Količino formazana lahko 
določimo z meritvijo absorbance pri valovni dolžini 490 nm. V raziskavi smo absorbanco 
pri 490 nm določili s pomočjo spektrofluorimetra Synergy MX (BioTek, ZDA). Količina 
živih celic je sorazmerna izmerjenim vrednostim (Malich in sod., 1997; povzeto po navodilih 
10G-Pos05-02, MTS test, laboratorija GEN).  
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3.2.4.1.1 Priprava reagentov 
 Raztopina MTS 
Reagent MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazol) smo pripravili v koncentraciji 2 mg/mL. Zatehtano količino MTS smo dodali v 
ustrezen volumen fosfatnega pufra in mešali, dokler se ni reagent popolnoma raztopil. Nato 
smo izmerili pH ter ga po potrebi uravnali na optimalno vrednost 6,0–6,5. Sledila je 
sterilizacija s filtracijo skozi membranski filter s porami velikosti 0,22 µm. 
 Raztopina PMS 
Reagent PMS (fenazin metosulfat) smo pripravili v koncentraciji 0,92 mg/mL. Ustrezno 
količino PMS smo dodali v ustrezen volumen fosfatnega pufra in mešali, dokler se reagent 
ni raztopil. Nato smo raztopino sterilizirali s filtracijo skozi membranski filter s porami 
velikosti 0,22 µm. 
Pripravljeni raztopini reagentov MTS in PMS smo shranjevali v zamrzovalniku na –20 °C, 
zaščiteni pred svetlobo in ju sprotno po potrebi odmrzovali. 
3.2.4.1.2 Izvedba testa MTS 
Po izpostavitvi sferoidov različnim koncentracijam BaP in PhIP za 24 oziroma 72 ur smo z 
odrezanim tipsom (da sferoidov ne bi poškodovali) sferoide in celično gojišče (200 µL) 
prenesli na novo mikrotiterno ploščo s 96 vdolbinicami. V vsako vdolbinico smo dali 1 
sferoid. Dodali smo 40 µL sveže pripravljene mešanice raztopine MTS: PMS v razmerju 20 
: 1. Plošče smo inkubirali (37 °C, 5 % CO2) tri ure, nato pa izmerili absorbanco pri valovni 
dolžini 490 nm.  
Naredili smo tri neodvisne poskuse z vsaj štirimi ponovitvami, pri čemer je vsaka ponovitev 
predstavljala en sferoid. Na podlagi rezultatov smo določili koncentracije spojin BaP in 
PhIP, ki smo jih uporabili za določanje genotoksičnosti. Uporabili smo koncentracije, ki niso 
zmanjšale živosti celic v sferoidih za več kot 30 % in koncentracije, ki so bile predstavljene 
v predhodnih študijah (Gajski in sod., 2016; Pezdirc in sod., 2013; Štampar in sod., 2019).  
3.2.4.1.2.1 Statistična obdelava rezultatov 
Rezultate meritev živosti celic smo statistično ovrednotili tako, da smo vrednosti izmerjenih 
absorbanc celic, izpostavljenih BaP in PhIP, pri določeni koncentraciji primerjali z 
vrednostjo absorbance kontrolne skupine celic, ki je vsebovala celično gojišče z ustrezno 
koncentracijo DMSO (kontrola topila). Rezultat smo podali kot odstotek preživelih celic, 
izpostavljenih genotoksični spojini, glede na kontrolno skupino celic (%) ± STD.  
Za statistično obdelavo podatkov smo uporabili program GraphPad Prism 7 (GraphPad 
Software, Inc., ZDA). Statistično razliko med živostjo celic, izpostavljenih genotoksičnima 
spojinama, in kontrolnimi skupinami celic smo določili z enosmerno analizo variance 
(ANOVA) z Dunnettovim primerjalnim testom (p < 0,05). 
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3.2.5 Priprava suspenzije posameznih celic iz sferoidov in fiksacija celic 
Po izpostavitvi sferoidov (za 24 oziroma 72 ur) ustreznim koncentracijam BaP in PhIP smo 
pripravili suspenzijo posameznih celic. Sferoide posameznih izpostavitev smo zbrali v 
centrifugirkah, odstranili celično gojišče ter sferoide sprali s fosfatnim pufrom sobne 
temperature. Fosfatni pufer smo nato odstranili in dodali 200 μL tripsina ter sferoide pustili 
7–10 minut v inkubatorju na 37 °C, da so se medcelične povezave v sferoidu razrahljale in 
so le-ti razpadli na posamezne celice. Po inkubaciji smo sferoide dobro premešali s tipsom, 
da smo celice povsem ločili. Nato smo dodali 600 μL celičnega gojišča, ki je prekinil 
delovanje tripsina. Celice smo centrifugirali 5 minut na 1000 rpm, na sobni temperaturi. 
Odstranili smo supernatant ter celice dvakrat sprali: dodali smo tri mL ohlajenega fosfatnega 
pufra, jih dobro premešali in centrifugirali 5 minut na 1000 rpm v hladni centrifugi na 4° C. 
Po drugem spiranju smo znova odstranili supernatant ter celice dobro premešali v 500 µL 
fosfatnega pufra. Sledila je fiksacija celic, kjer smo po kapljicah dodajali ledeno hladen 
etanol, medtem ko smo imeli centrifugirko s celicami na vibracijskem mešalniku (na nežnem 
stresanju 500–1000 rpm). Na koncu smo imeli celice fiksirane v 70-odstotnem etanolu. 
Vzorce celic smo nato shranili na –20 °C vsaj preko noči oziroma do barvanja in označevanja 
s protitelesi. 
3.2.6 Označevanje celic s protitelesi in priprava vzorcev za pretočno citometrijo 
Fiksirane celice smo barvali in označili s protitelesi, ki smo jih nato ovrednotili s pretočno 
citometrijo. Prvi korak označevanja je spiranje celic in nadomestitev etanola s fosfatnim 
pufrom. Celice, ki smo jih vsaj preko noči hranili na –20 °C, smo pustili 5 minut na sobni 
temperaturi in nato dodali 2 mL hladnega PBS. Celice smo nadalje inkubirali 5 minut na 
sobni temperaturi, čemur je sledilo centrifugiranje (10 min, 1300 rpm) v ohlajeni centrifugi 
pri 4 °C. Zavrgli smo supernatant in celice premešali v 2 mL hladnega PBS in jih ponovno 
centrifugirali (5 min, 1300 rpm, 4 °C).  
Kontrolno skupino smo razdelili na štiri dele, saj smo potrebovali tri tehnične kontrole za 
ustrezne nastavitve pretočnega citometra in vzorcev: celice, ki jih nismo obarvali s protitelesi 
(neobarvane celice), celice barvane z REA-FITC kontrolo, celice barvane z REA-APC 
kontrolo ter celice, ki smo jih označili s fluorokromi kot vse ostale vzorce. Neobarvane celice 
smo takoj dali na led, REA-FITC in REA-APC kontrolo pa smo označili z ustreznimi 
fluorokromi: 50 μL PBS + 1 μL REA-FITC oz. REA-APC kontrole barvila. Omenjene 
tehnične kontrole smo inkubirali 30 minut na ledu. 
Pripravili smo raztopino za označevanje z dvojnimi protitelesi: 50 μL BSA (ang. albumin 
bovine) + 1 μL antiKi67-FITC (označimo proliferirajoče celice) + 3 μL antiH2AX-APC 
(veže se na mesta fosforilirajočih histonov, ki označujejo dvojne prelome DNA vijačnice) 
ter posebej raztopino za barvanje z barvilom Hoechst 33258: 200 μL 0,1% triton + 0,4 μL 
Hoechst 33258, ki se veže na DNA (za analizo celičnega cikla).Vsem vzorcem (razen prej 
omenjenim tehničnim kontrolam) smo dodali 50 μL pripravljene raztopine z dvojnimi 
protitelesi in vzorce celic inkubirali v temi, na sobni temperaturi, 30 minut. Nato smo dodali 
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2 mL BSA, da smo vezali preostala protitelesa ter vzorce centrifugirali (5 min, 1300 rpm, 4 
°C) in odstranili supernatant. Vzorcem smo dodali 200 μL pripravljene mešanice barvila 
Hoechst 33258 in znova inkubirali v temi, na sobni temperaturi, 20 minut. Nato smo dodali 
2 mL hladnega PBS in centrifugirali (5 min, 1300 rpm, 4 °C). Odstranili smo supernatant in 
premešali celično usedlino v 200 μL hladnega PBS ter vzorce do analize hranili na ledu. 
Sledila je analiza s pretočnim citometrom.   
3.2.6.1  Pretočna citometrija 
Pretočna citometrija je tehnika, s katero lahko analiziramo lastnosti posameznih celic, ki jih 
označimo s protitelesi ali fluorokromi. Celice v suspenziji potujejo ena za drugo skozi ozek 
snop laserske svetlobe. Osnovni princip delovanja je, da svetlobni žarek zadane ob celico, 
ob tem pa se odbije, lomi ali absorbira v fluorokromih (ki smo jih predhodno vezali na 
celice). Pridobljeni podatki pa nam dajo informacije o fizikalnih in biokemičnih lastnostih 
celic. V zelo kratkem času lahko analiziramo zelo veliko število celic. Poleg celic pa lahko 
analiziramo kakršne koli delce, kot so mikroorganizmi, jedra, kromosomi in podobno 
(Macey, 2007; Robinson, 2004).   
 
Slika 7: Shematski prikaz pretočnega citometra (povzeto po Bizjak, 2006). 
Pretočni sistem usmerja tok s celicami, ki so v nosilni tekočini (običajno sulfatni pufer) do 
pretočne komore. Celice se tam med sabo ločijo in potujejo posamično, ena za drugo skozi 
laserski žarek, s čimer je zagotovljena enakomerna osvetlitev celice (Macey, 2007; 
Wilkerson, 2012). Ko laser zadane celico, se svetloba odbije okoli njenih robov in nastane 
razpršena svetloba. Za detekcijo te svetlobe se uporabljata fotodetektorja FSC (ang. forward 
scatter), tudi sprednji razpršilec, ki zaznava svetlobo, ki jo celica sipa vzdolž iste osi kot 
laserski žarek, ter fotodetektor SSC (ang. side scatter), tudi stranski razpršilec, ki zaznava 
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svetlobo pravokotno od smeri laserskega žarka. FSC je sorazmeren površini ali velikosti 
celice, SSC pa celični granularnosti ali notranji kompleksnosti (Reggeti in Bienzle, 2011).  
Pretočni citometer ima tudi fluoroscenčne detektorje, ki merijo svetlobo večjih valovnih 
dolžin od vzbujevalne svetlobe. Preko sistema filtrov in zrcal posamezen fluoroscenčni 
fotodetektor prejme svetlobo določene valovne dolžine in izmeri signal, ki ga oddaja 
flourokrom (Ihan, 1999). To so barvila, ki absorbirajo svetlobo določene valovne dolžine 
(vzbujevalno svetlobo), oddajajo pa svetlobo večje valovne dolžine, ki jo izmerimo 
(emisijska valovna dolžina). Ker je barva vzbujevalne in emisijske svetlobe različna, jih 
lahko ločimo med seboj z optičnimi filtri. V istem vzorcu lahko uporabimo več 
fluorokromnih bravil hkrati, paziti moramo le, da oddajajo svetlobo različnih valovnih dolžin 
(Ormerod, 2008). Fluoroscentne molekule so pritrjene na celico, kar običajno dosežemo s 
konjugiranjem fluoroscentnih molekul na monoklonska ali poliklonska protitelesa – ta 
prepoznajo specifične receptorje na celicah (Macey, 2007). 
Najpogosteje uporabljeni fluorokromi za označevanje protiteles so fluoresceinski 
izotiocianat (FITC), fikoeritrin (PE) in alofikocianin (APC). V magistrskem delu smo 
uporabili fluorokroma FITC in APC. FITC je fluorokrom, ki se najpogosteje uporablja, saj 
je razlika med absorbirano in emisijsko svetlobo velika – največja absorbanca je blizu 490 
nm, oddajajo pa svetlobo pri 520 nm (zeleni del spektra). Za detekcijo FITC se uporablja 
argon-ionski laser. APC potrebuje za detekcijo helij-neonski laser, zaradi višjega 
absorbcijskega maksimuma; ta je pri 650 nm, svetlobo pa oddaja pri 660 nm (rdeči del 
spektra) (Macey, 2007). 
Fotodetektorji nato pretvorijo svetlobne signale v električne, ki jih izmerimo in obdelamo z 
ustreznimi računalniškimi programi in prikažemo v obliki točkovnih diagramov in/ali 
histogramov (Ihan, 1999).  
Analizo s pretočno citometrijo smo izvedli na MACSQuant Analyzer 10 (Miltenyi Biotech, 
Nemčija). Intenzivnost APC, ki ustreza dvoverižnim prelomom DNA vijačnice, smo zaznali 
na kanalu R1 (655-730 nm), intenzivnost FITC, ki ustreza označevalcu proliferirajočih celic 
Ki67, smo zaznali na kanalu B1 (525 / 50nm) in analizo celičnega cikla na kanalu V1 (450 
/ 50nm). Nespecifična vezava je bila izključena na podlagi kontrol REA- FITC in REA- APC 
(Miltenyi Biotec, Nemčija).  
Poskus smo izvedli v vsaj treh neodvisnih ponovitvah, kjer smo v vsaki ponovitvi izmerili 
vsaj 10.000 posameznih celic. Podatke pretočne citometrije smo analizirali in so grafično 
predstavljeni s programsko opremo FlowJo (FlowJo, LLC).   
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3.2.6.2  Določanje vpliva genotoksičnih spojin na celični cikel, proliferacijo celic in 
nastanek dvoverižnih poškodb DNA 
3.2.6.2.1 Analiza celičnega cikla 
Normalne diploidne deleče se celice gredo v celičnem ciklu skozi 4 faze: G1 (iniciacija 
delitve, sinteza RNA in proteinov), S (podvojitev DNA), G2 (priprava na delitev) in M 
(mitoza) (Murray in Hunt, 1993). Kot odziv na visoko celično gostoto ali pomanjkanje 
mitogena pa se lahko celice reverzibilno umaknejo iz cikla delitve celic in vstopijo v 
mirujočo fazo, imenovano G0 (Zetterberg in Larsson, 1985). 
Na molekulskem nivoju potek celičnega cikla urejajo od ciklinov odvisne kinaze (CDK), ki 
so aktivne le v kompleksu z regulatornimi proteini ciklini. Celični cikel je reguliran na več 
kontrolnih točkah (od katerih sta najpomembnejši G1/S in G2/M), ki preverjajo, ali je potek 
cikla pravilen in ali so razmere za delitev ugodne. Če senzorski mehanizmi zaznajo 
aberantne ali nepopolne dogodke v ciklu (npr. poškodbo DNA), prenesejo signal na 
efektorje. Efektorske beljakovine vključujejo inhibitorje CDK, ki lahko reverzibilno 
zaustavijo napredovanje celičnega cikla dokler poškodba ni popravljena, kar pa lahko 
povzroči kopičenje celic v eni izmed faz (Murray in Hunt, 1993; Williams in Stoeber, 2012). 
Z merjenjem fluorescentnih signalov posamičnih celic lahko s pretočno citometrijo 
analiziramo DNA vsebnost in porazdelitev celic v posameznih fazah celičnega cikla. V fazi 
G0 (faza mirovanja) in G1 imajo celice stanje kromosomov 2n, zato jih pri analizi DNA 
vsebnosti združujemo v en vrh (G0/G1) z 1x intenziteto fluorescence. V fazi G2 in M imajo 
celice dvojno količino DNA (4n) in jih prav tako združujemo v en vrh na histogramu, z 
intenziteto fluorescence 2x. Celice v S fazi imajo vsebnost DNA med 1x in 2x (povzeto po 
navodilih 10G-Pos 10-02, Analiza celičnega cikla s pretočno citometrijo, laboratorija GEN).  
Kot že omenjeno, smo celice označili z barvilom Hoechst. Hoechst 33258 je tipično 
fluorescenčno barvilo za označevanje DNA, ki obarva jedra. Absorpcijski maksimum 
barvila je 350 nm (ultravijolični del spektra), emitirana svetloba pa ima valovno dolžino 460 
nm (modri del spektra). Intenziteta fluoroscentnega signala, ki se pretvori v elektronskega, 
je sorazmerna vsebnosti DNA. S citometrično analizo lahko tako določimo relativno 
vsebnost DNA in identificiramo celice v posameznih fazah celičnega cikla (G0/G1, S in 
G2/M) (povzeto po navodilih 10G-Pos 10-02, Analiza celičnega cikla s pretočno citometrijo, 
laboratorija GEN; povzeto po Protocol: Staining Vells with Hoechst or DAPI Nuclear Stains 
https://biotium.com/tech-tips/protocol-staining-cells-with-hoechst-or-dapi-nuclear-stains/). 
3.2.6.2.1.1 Statistična obdelava rezultatov 
Faze celičnega cikla smo določili z modelom Dean Jett Fox (Cell Cycle: Univariate 
http://docs.flowjo.com/d2/experiment-based-platforms/cell-cycle/cell-cycle-univariate/). 
Ker se kontrola celičnega gojišča in kontrola topila nista razlikovali, smo v rezultatih 
prikazali le kontrolo topila.  
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Za statistično obdelavo podatkov smo uporabili program GraphPad Prism 7 (GraphPad 
Software, Inc., ZDA). Statistično razliko v fazah celičnega cikla sferoidov, ki smo jih gojili 
različno dolgo in smo spremljali njihovo rast (prvi del magistrskega dela), ter med kontrolno 
skupino celic in celicami, ki so bile izpostavljene BaP oziroma PhIP (drugi del magistrskega 
dela), smo določili z enosmerno analizo variance (ANOVA) z Dunnettovim primerjalnim 
testom (p < 0,05). 
3.2.6.2.2 Merjenje proliferacije z označevanjem s protitelesom Ki67 
Ki67 je jedrski protein, ki se izraža le v delečih se celicah (faza G1, S, G2 in M) in ne v 
celicah, ki so v fazi mirovanja (faza G0). Količino proteina Ki67, prisotno kadarkoli med 
celičnim ciklom, uravnava natančno ravnovesje med sintezo in razgradnjo, kar nakazuje 
njegov kratek razpolovni čas, ki je 1–1,5 ure. Najvišja koncentracija Ki67 v celici je v fazi 
mitoze, v ostalih fazah pa so ravni nižje (Li in sod., 2015).  
Porazdelitev proteina Ki67 v jedrih proliferirajočih celic so raziskovali z uporabo 
imunohistokemijskih tehnik. Ugotovili so, da se v večjem delu interfaze celic protein Ki67 
nahaja predvsem v nukleolih, v mitozi pa je nameščen kot beljakovinsko omrežje na površini 
kondenziranih kromosomov. Zdi se, da je značilna lokalizacija proteina Ki67 na površini 
mitotskih kromosomov in sprememba lokalizacije uravnavana s fosforilacijo in 
defosforilacijo (Kreitz in sod., 2000), ki jo uravnava ciklična pot B/CDC2 kinaze (ciklin 
odvisna kinaza 2) (Endl in sod., 2001). Predvideva se, da je prerazporeditev proteina Ki67 
med postmitotično tvorbo jedra pomembna za nukleolarno reorganizacijo, kljub temu pa 
njegova funkcija še ni pojasnjena (Endl in sod., 2001). 
Označevanje z monoklonskimi protitelesi, specifičnimi za protein Ki67, je pogosta in 
enostavna metoda, ki se pogosto uporablja za oceno deleža rasti celic kot prognostični 
marker pri številnih vrstah raka, ali za oceno deleža rasti določene celične populacije (Endl 
in sod., 2001; Takagi in sod., 2014).   
Na Ki67 se vežejo s fluorokromom (FITC) označena protitelesa. S pretočno citometrijo 
lahko z merjenjem imunofluorescence posameznih celic analiziramo prisotnost Ki67 in tako 
določimo odstotek proliferirajočih celic. 
3.2.6.2.2.1 Statistična obdelava rezultatov 
Odstotek delečih se celic smo določili s protitelesom Ki67 in z upoštevanjem notranje 
kontrole REA-FITC. Odstotek proliferirajočih celic smo pridobili z analizo v programu 
FlowJo, kjer smo postavili mejo za določanje proliferirajočih celic glede na notranjo 
kontrolo REA-FITC, ki je bila manjša oziroma enaka 1 %. Ker se kontrola celičnega gojišča 
in kontrola topila nista razlikovali, smo v rezultatih prikazali le kontrolo topila. 
Za statistično obdelavo podatkov smo uporabili program GraphPad Prism 7 (GraphPad 
Software, Inc., ZDA). Statistično razliko v proliferaciji celic, ki smo jih gojili različno dolgo 
in smo spremljali njihovo rast (prvi del magistrskega dela), ter med kontrolno skupino celic 
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in celicami, ki so bile izpostavljene BaP oziroma PhIP (drugi del magistrskega dela), smo 
določili z enosmerno analizo variance (ANOVA) z Dunnettovim primerjalnim testom (p < 
0,05). 
3.2.6.2.3 Merjenje γ-H2AX žarišč (dvojnih prelomov vijačnice) 
Dvoverižni prelomi DNA (DSB ang. double-strand break) spadajo med najbolj smrtonosne 
oblike poškodbe DNA, ki resno ogrožajo gensko stabilnost. Nastanejo kot posledica 
poškodbe komplementarih verig, ki se pojavita blizu druga drugi, običajno znotraj 10–20 
baznih parov. DSB lahko nastanejo naključno med podvajanjem DNA kot posledica 
delovanja genotoksičnih snovi, ali ionizirajočega sevanja. Celica se na poškodbe odzove z 
aktivacijo popravljalnih mehanizmov, pri čemer je ključno, da se dvojni prelomi vijačnice 
popravijo hitro in natančno. Tako se prepreči celična smrt, kromosomske aberacije in 
mutacije ter v nekaterih primerih celo začetek patoloških učinkov, kot je rakavo obolenje 
(Mah in sod., 2010).  
Celica se na poškodbe odzove s kompleksnim molekularnim sistemom DDR (ang. DNA- 
damage responses), ki je odgovoren za prepoznavanje, signalizacijo in popravilo dvojnih 
prelomov DNA vijačnice v celicah (Stucki in sod., 2005). 
Zgodnji celični odziv na DSB je hitra fosforilacija histona H2AX na serinu 139 (Redon in 
sod., 2002). H2AX je eden od histonov iz družine H2A in je poleg H2B, H3 in H4 sestavni 
del histonskega oktamera v nukelosomih, ki so oviti s 146 baznimi pari DNA (Li in sod., 
2007). Fosforilacijo povzročijo proteinske kinaze, ki so del znotrajcelične signalne poti 
Pi3K, kot so ATM (ang. ataxia telangiestasia mutated), DNA-proteinske kinaze in ATR 
(ang. ATM-Rad3-related). Fosforilirano obliko H2AX imenujemo γ-H2AX (Kuo in Yang, 
2008). Po fosforilaciji se ob prelomu kopičijo DDR in faktorji popravljanja. Izkazalo se je, 
da fosforilacija H2AX sama ne vpliva na organizacijo kromatina, ampak ima vlogo pri 
lokalizaciji popravljalnih mehanizmov ob DSB. Čeprav prisotnost γ-H2AX ni potrebna za 
prvotno pridobivanje signalnih in popravljalnih faktorjev, je bistvenega pomena za njihovo 
kopičenje, zadrževanje in povečanje signala za popravilo (Rossetto in sod., 2010).  
Ta dogodek fosforilacije je ena najbolj uveljavljenih kromatinskih modifikacij, povezanih s 
poškodbami in popravljanjem DNA, kvantifikacija posameznih žarišč γ-H2AX pa je postala 
najprimernejša metoda zaznavanja DSB (Sedelnikova in sod., 2002; Rogakou in sod., 1999). 
Princip testa temelji na tem, da je število dvoverižnih prelomov DNA sorazmerno številu 
žarišč γ-H2AX v razmerju 1 : 1. Na γ-H2AX žarišča se vežejo s fluorokromom (APC) 
označena, posebej vzgojena za γ-H2AX specifična primarna monoklonska protitelesa. S 
pretočno citometrijo lahko z merjenjem imunofluorescence posameznih celic analiziramo 
prisotnost in količino dvoverižnih prelomov DNA (povzeto po navodilih 10G-Pos29-01, 
Analiza dvoverižnih prelomov DNA s pretočno citometrijo, laboratorija GEN). 
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3.2.6.2.3.1 Statistična obdelava rezultatov 
Prisotnost dvoverižnih prelomov DNA smo določili tako, da smo meritve intenzitete 
fluorescence celic, ki so bile izpostavljene BaP in PhIP, primerjali s kontrolno skupino celic, 
ki je vsebovala zgolj celično gojišče in ustrezno koncentracijo DMSO-ja. Ker se kontrola 
celičnega gojišča in kontrola topila nista razlikovali, smo v rezultatih prikazali le kontrolo 
topila. 
Za statistično obdelavo podatkov smo uporabili program GraphPad Prism 7 (GraphPad 
Software, Inc., ZDA). Statistično razliko v porastu dvoverižnih prelomov DNA med 
kontrolno skupino celic in celicami, ki so bile izpostavljene obravnavanim genotoksičnim 
spojinam, smo določili v programu R z uporabo mešanih učinkov (nlme) (p < 0,05). 
Rezultate prisotnosti dvoverižnih prelomov DNA smo podali v obliki škatel z ročaji (ang. 
box plot). Škatla skupaj z ročaji predstavlja 95-odstotni interval zaupanja. Prvi rob škatle 
predstavlja prvi kvartil (25 % podatkov), črta znotraj okvirja drugi kvartil ali mediano (50 
% podatkov), drugi rob škatle pa tretji kvartil (75 % podatkov). 
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4 REZULTATI  
V prvem delu magistrskega dela smo optimizirali pogoje za gojenje in razvoj  in vitro 3D 
celičnega modela (sferoidi), ki smo ga pripravili iz celične linije humanega 
hepatocelularnega karcinoma (HepG2 celice) in model nato še okarakterizirali. V drugem 
delu smo model validirali z dvema posredno delujočima genotoksičnima spojinama. To sta 
policiklični aromatski ogljikovodik benzoapiren (BaP) in heterociklični aromatski amin 2-
amino-1-metil-6-fenilimidazo(4,5-b)piridin (PhIP). 
4.1  KARAKTERIZACIJA IN VITRO 3D CELIČNEGA MODELA  
4.1.1 Spremljanje in merjenje površine sferoidov po času 
Spremljali in merili smo površino sferoidov z različno nasajeno začetno celično gostoto 6000 
celic/sferoid in 3000 celic/sferoid od 24 ur do 168 ur gojenja. Meritve in slike smo zajeli z 
invertnim mikroskopom TI Eclipse (Nikon, Japonska) pod 40x povečavo in slike obdelali s 
programsko opremo NIS 4.13 (Nikon Instruments, Melville, NY, USA). Rezultati so podani 
kot srednje vrednosti treh bioloških ponovitev ± SD, n=10. 
4.1.1.1 Začetna gostota 6000 nasajenih celic/sferoid 
Iz rezultatov (slika 8) je vidna enakomerna rast sferoidov z začetno gostoto 6000 
celic/sferoid. Povprečen dnevni prirast sferoida je bil 0,02 ± 0,04 mm2. Po 24 urah je 
povprečna površina sferoida znašala 0,45 ± 0,05 mm2, medtem ko je bila povprečna površina 
po 168 urah 0,56 ± 0,03 mm2. V 168 urah se je površina sferoida povprečno povečala za 
0,11 mm2.  
 
Slika 8: Spremljanje rasti sferoidov po času od 24 ur do 168 ur z začetno gostoto 6000 celic/sferoid. (A) 
Spremljanje rasti sferoidov ene od paralel z invertnim mikroskopom TI Eclipse (Nikon, Japonska) pod 40x 
povečavo in s programsko opremo NIS 4.13 (Nikon Instruments, Melville, NY, USA). (B) Grafični prikaz 
povprečja rasti sferoidov ± SD od 24 ur do 168 ur gojenja. Površino smo merili v treh neodvisnih bioloških 
ponovitvah, n=10. Statistična analiza je bila izvedena z enosmerno analizo variance z Dunnettovim 
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4.1.1.2 Začetna gostota 3000 nasajenih celic/sferoid 
Iz rezultatov (slika 9) je vidna enakomerna rast sferoidov z začetno gostoto 3000 
celic/sferoid. Povprečen dnevni prirast sferoida je bil 0,03 ± 0,02 mm2. Po 24 urah je bila 
povprečna površina sferoida 0,20 ± 0,02 mm2, medtem ko je bila povprečna površina po 168 
urah 0,39 ± 0,01 mm2. V 168 urah se je površina sferoida povprečno povečala za 0,29 mm2. 
 
Slika 9: Spremljanje rasti sferoidov po času od 24 ur do 168 ur z začetno gostoto 3000 celic/sferoid. (A) 
Spremljanje rasti sferoidov ene od paralel z invertnim mikroskopom TI Eclipse (Nikon, Japonska) pod 40x 
povečavo in s programsko opremo NIS 4.13 (Nikon Instruments, Melville, NY, USA). (B) Grafični prikaz 
povprečja rasti sferoidov ± SD od 24 ur do 168 ur gojenja. Površino smo merili v treh neodvisnih bioloških 
ponovitvah, n=10. Statistična analiza je bila izvedena z enosmerno analizo variance z Dunnettovim 
primerjalnim testom.  *** p < 0,001 
V primeru, ko smo nasadili 3000 celic/sferoid, vidimo, da se je rast v 168 urah povečala za 
48,7 %, medtem ko se je v primeru, ko smo nasadili 6000 celic/sferoid rast povečala le za 
19,6 % od začetne nasajene gostote celic. Statistično značilno povečanje sferoida smo pri 
sferoidih z večjo začetno gostoto celic opazili po 120 urah, medtem ko smo statistično 
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4.1.2 Določanje živosti sferoidov z diferencialnim barvanjem s FDA in PI 
Živost sferoidov smo spremljali z diferencialnim barvanjem s FDA in PI (slika 10). Slike 
smo posneli z invertnim konfokalnim mikroskopom. V raziskavo smo zajeli sferoide z 
začetno gostoto 6000 celic/sferoid pri starosti 72 ur in 144 ur ter sferoide z začetno gostoto 
3000 celic/sferoid pri starosti 72 ur, 120 ur, 168 ur, 240 ur in 288 ur. Žive sferoide smo 
posneli po rezinah v različnih globinah s pomočjo invertnega konfokalnega mikroskopa 
(Leica, TSC SP8) pod 100x povečavo. Na sferoid smo posneli približno 50 rezin. Slike smo 
nato združili s prekrivanjem s pomočjo programske opreme Leica in funkcije največje 
intenzitete slike (ang. maximum intensity projection image).  
Z barvanjem smo pokazali, da so celice v sferoidu tako pri začetni gostoti 6000 celic/sferoid, 
kot pri začetni gostoti 3000 celic/sferoid žive. Pri sferoidih z začetno gostoto 6000 
celic/sferoid (slika 10A) smo opazili, da se delež mrtvih celic (rdeče) s časom povečuje ter 
da je največji delež mrtvih celic v sredini sferoida. Tudi pri sferoidih z začetno gostoto 3000 
celic/sferoid lahko vidimo, da se delež mrtvih celic (rdeče) s časom povečuje, vendar pa je 
mrtvih celic manj kot pri sferoidih z večjo začetno gostoto in so po sferoidu enakomerno 
razporejene.  
 
Slika 10: Spremljanje živosti sferoidov po času z začetno gostoto 6000 celic/sferoid (A) ter 3000 
celic/sferoid (B). Sferoide smo diferencialno barvali z barvili FDA in PI ter slike posneli z invertnim 
konfokalnim mikroskopom (Leica TSC SP8) pod 100x povečavo. (A) Na sliki so prikazani sferoidi z začetno 
gostoto 6000 celic/sferoid merjeni 72 ur in 144 ur po začetku gojenja. (B) Na sliki so prikazani sferoidi z 
začetno gostoto 3000 celic/sferoid merjeni 72 ur, 120 ur, 168 ur, 240 ur in 288 ur po začetku gojenja.  
35 
Žabkar S. Jetrni 3D celični modeli za zaznavanje genotoksičnega delovanja kemikalij.   
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
4.1.3 Spremljanje proliferacije in celičnega cikla po času 
S pretočno citometrijo smo spremljali proliferacijo in celični cikel celic pri sferoidih z 
različno začetno gostoto celic (6000 celic/sferoid in 3000 celic/sferoid). Suspenzijo živih 
posameznih celic smo iz sferoidov pridobili s kombinacijo encimske in mehanske 
razgradnje. Fiksirane celice smo označili s protitelesom Ki67 za spremljanje proliferacije 
(slika 11) in barvali s Hoechst 33258 barvilom, ki se veže na DNA in tako omogoči analizo 
celičnega cikla (preglednica 2 in 3). S pretočno citometrijo smo pomerili 20.000 celic za 
vsak vzorec, naredili smo 3 biološke ponovitve in rezultate prikazali kot povprečno vrednost 
± SD. 
4.1.3.1 Spremljanje proliferacije  
Iz rezultatov (slika 11) lahko vidimo, da odstotek proliferirajočih celic s časom pada. 
Sferoidi z začetno gostoto 6000 celic/sferoid so imeli po 24 urah od nastanka povprečno 67,3 
± 2,4 % proliferirajočih celic, po 96 urah pa 29,3 ± 7,6 %. Iz slike 11A lahko vidimo, da se 
odstotek proliferirajočih celic zmanjša že po 72 urah gojenja, vendar se statistično značilno 
od 24 ur starega sferoida razlikuje šele po 96 urah. V primeru, ko je bila začetna gostota 
3000 celic/sferoid (slika 11B), smo zaradi majhne velikosti samih sferoidov proliferirajočim 
celicam začeli slediti šele po 72 urah. Sferoidi z začetno gostoto 3000 celic/sferoid so imeli 
po 72 urah od nastanka 93,4 ± 21,3 % vseh proliferirajočih celic, 432 ur (18 dni) od nastanka 
pa 37,8 ± 1,2 %. Statistično značilno se od 72 ur starih sferoidov razlikujejo po 288 urah (12 
dni).
Slika 11: Spremljanje proliferirajočih celic v sferoidu s pretočno citometrijo po času z začetno gostoto 
6000 celic/sferoid (A), 3000 celic/sferoid (B) ter prikaz primera določanja proliferirajočih celic (C). Iz 
sferoidov smo pridobili suspenzijo živih posameznih celic in jih označili s protitelesom Ki67. Rezultati so 
prikazani kot srednja vrednost treh bioloških ponovitev ± SD. (A) Na grafu je prikazan odstotek povprečne 
proliferacije, merjene 96 ur z začetno gostoto 6000 celic/sferoid. (B) Na grafu je prikazan odstotek povprečne 
proliferacije, merjene 432 ur (18 dni) z začetno gostoto 3000 celic/sferoid. (C) Histogram prikazuje primer 
določanja proliferirajočih celic, kjer rdeč histogram prikazuje nespecifična vezavna mesta, moder pa odstotek 
proliferirajočih celic. Proliferirajoče celice zajamemo v tako imenovanih vratih (ang. gate), kar prikazuje črta 
na histogramu. Razliko med rastjo po časovnih intervalih smo pri sferoidih z začetno gostoto 6000 celic/sferoid 
primerjali na 24 ur star sferoid, pri sferoidih z začetno gostoto 3000 celic/sferoid pa na 72 ur star sferoid. 
Statistična analiza je bila izvedena z enosmerno analizo variance z Dunnettovim primerjalnim testom. *p < 
0,05; ** p < 0,01. 
A B C
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Rezultati nam povedo, da v sferoidih, ki smo jih tvorili iz večjega števila celic (6000 
celic/sferoid), število proliferirajočih celic hitreje pada kot pri sferoidih, ki smo jih tvorili iz 
manjšega števila celic (3000 celic/sferoid). 
4.1.3.2 Spremljanje celičnega cikla 
Podatke, za spremljanje celičnega cikla, ki smo jih pridobili s pretočno citometrijo smo 
obdelali v programu FlowJo software V10 z modelom Dean Jett Fox. Ta nam omogoča, da 
lahko ločimo med celicami v različnih fazah celičnega cikla. Z vijolično barvo je označen 
odstotek celic v G0/G1 fazi, z rumeno barvo odstotek celic v S fazi ter z zeleno barvo 
odstotek celic v G2 fazi celičnega cikla.  
 
Slika 12: Primer določitve treh faz celičnega cikla. Faze celičnega cikla smo določili v programu FlowJo 
software V10 z modelom Dean Jett Fox. Odstotek celic v fazi G0/G1 je označen z vijolično barvo, odstotek 
celic v fazi S z rumeno ter odstotek celic v fazi G2 z zeleno barvo. 
4.1.3.2.1 Začetna gostota 6000 nasajenih celic/sferoid 
Iz rezultatov (preglednica 2) lahko razberemo, da se celični cikel pri sferoidih z začetno 
gostoto 6000 celic/sferoid skozi čas statistično značilno razlikuje. Opazno je naraščanje 
števila celic v G0/G1 fazi celičnega cikla. Po 24 urah od nastanka sferoida je celic v G0/G1 
fazi 61,3 ± 4,0 %, medtem ko jih je po 96 urah od nastanka 73,9 ± 1,7 %. Sorazmerno s tem 
število celic v S in G2 fazi upada. 
Preglednica 2: Odstotek celic v G0/G1, S in G2 fazah celičnega cikla pri celicah z začetno gostoto 6000 
celic/sferoid. Rezultati so podani kot povprečne vrednosti treh neodvisnih ponovitev ± SD. Statistična analiza 
je bila izvedena z enosmerno analizo variance z Dunnettovim primerjalnim testom.*p < 0,05; ** p < 0,01; *** 
p < 0,001. 
Faza cel. cikla (%) 24 ur  48 ur 72 ur 96 ur 
G0/G1 61,3 ± 4,0   65,0 ± 2,4 69,1 ± 1,7 * 73,9 ± 1,7 *** 
S 21,0 ± 4,8 22,0 ± 2,0 16,4 ± 1,9 13,9 ± 1,5 * 
G2 17,3 ± 0,2 12,3 ± 1,0 ** 14,5 ± 0,8 * 11,8 ± 1,9 *** 
G1 < X > G2 0,4 ± 0,9 0,7 ± 0,8 0,0  ± 0,1 0,5 ± 0,1 
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4.1.3.2.2 Začetna gostota 3000 nasajenih celic/sferoid 
Iz rezultatov (preglednica 3) lahko razberemo, da se celični cikel sferoidov z začetno gostoto 
3000 celic/sferoid skozi čas statistično značilno ne razlikuje.  
Preglednica 3: Odstotek celic v G0/G1, S in G2 fazah celičnega cikla pri celicah z začetno gostoto 3000 
celic/sferoid. Rezultati so podani kot povprečne vrednosti treh neodvisnih ponovitev ± SD. Statistična 
analiza je bila izvedena z enosmerno analizo variance z Dunnettovim primerjalnim testom. 
Faza cel. cikla 
(%) 72 ur 120 ur 168 ur 288 ur 336 ur 432 ur 
G0/G1 66,4 ± 2,8 66,5 ± 0,7 68,9 ± 1,4 66,9 ± 3,9 70,0 ± 0,9 70,2 ± 1,5 
S 15,4 ± 2,7 15,3 ± 1,5 13,5 ± 0,6 14,2 ± 1,7 13,1 ± 0,4 12,9 ± 0,7 
G2 17,7 ± 1,1 15,0 ± 1,2 15,6 ± 1,5 16,2 ± 0,3 15,1 ± 0,4 15,4 ± 2,2 
G1 < X > G2 0,6 ± 1,1 3,4 ± 1,3 2,1 ± 1,5 2,9 ± 2,4 1,9 ± 2,2 1,6 ± 0,1 
Zaključimo lahko, da se pri sferoidih z večjo začetno celično gostoto (6000 celic/sferoid) 
odstotek celic po času povečuje v G0/G1 fazi in se statistično značilno razlikuje po 72 urah, 
medtem ko pri sferoidih z manjšo začetno celično gostoto (3000 celic/sferoid) ni statistično 
značilne razlike. 
4.2  PREUČEVANJE CITOTOKSIČNEGA IN GENOTOKSIČNEGA DELOVANJA 
MODELNIH KSENOBIOTIČNIH SPOJIN NA IN VITRO 3D CELIČNEM MODELU 
V drugem delu magistrskega dela smo na in vitro 3D celičnem modelu preučevali 
citotoksično in genotoksično delovanje modelnih ksenobiotikov BaP in PhIP. 
4.2.1 Določanje citotoksičnega delovanja s testom MTS   
Citotoksično delovanje BaP in PhIP smo preučevali s testom živosti (test MTS). Sferoide, (z 
začetno gostoto 6000 celic/sferoid oz. 3000 celic/sferoid), ki smo jih gojili 72 ur, smo 
izpostavili posamezni spojini pri različnih koncentracijah ter s testom MTS ugotavljali 
njihov vpliv na živost celic v sferoidu po 24 oziroma 72 urah izpostavitve. Rezultate smo 
primerjali glede na kontrolo topila, kjer smo določili, da je bila celična živost 100 %.  
Rezultati so podani kot srednje vrednosti treh neodvisnih paralel ± SD. V vsaki paraleli smo 
izmerili OD vrednost vsaj 4 sferoidov.  
Sferoide smo izpostavili različnim koncentracijam BaP (0,1; 1; 10, 20 in 40 μM) za 24 ur in 
(0,001; 0,01; 0,1; 1 in 10 μM) za 72 ur ter različnim koncentracijam PhIP (50; 100; 150 in 
200 μM) za 24 ur in (25; 50; 100; 150, 200 in 400 μM) za 72 ur. 
Rezultati so pokazali, da BaP tako po 24-urni, kot po 72-urni izpostavitvi ni deloval 
citotoksično na celice sferoidov pri nobeni izmed testiranih koncentracij (sliki 13A in 13B). 
Do zmanjšane živosti je prišlo po 24 urah pri koncentraciji 20 μM za 11,21 % in 40 μM za 
19,95 %, vendar razlika ni bila statistično značilno različna od kontrole skupine. Prav tako 
vidimo, da PhIP po 24-urni izpostavitvi ni statistično značilno znižal živosti celic pri nobeni 
izmed testiranih koncentracij (slika 13C). Po 72-urni izpostavitvi smo opazili zmanjšano 
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živost pri koncentraciji 200 μM in sicer za 8,58 % in statistično značilno znižanje živosti pri 
najvišji tretirani koncentraciji, ki je bila 400 μM (slika 13D). Celična živost je bila pri tej 
koncentraciji 76,2 ± 18,5 %. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili etopozid (1,7 μM). 
Etopozid je v obeh primerih po 72 urah izpostavitve statistično značilno znižal živost v 
povprečju za 20 %. 
Slika 13: Živost HepG2 celic v sferoidih po 24-urni in 72-urni izpostavitvi modelnima ksenobiotikoma 
BaP (A, B) in PhIP (C, D) določena s testom MTS.  (A) Sferoide smo izpostavili koncentracijam BaP (0,1; 
1; 10; 20 in 40 μM) za 24 ur in (B) koncentracijam BaP (0,001; 0,01; 0,1; 1 in 10 μM) za 72 ur. (C) Sferoide 
smo izpostavili koncentracijam PhIP (50; 100; 150 in 200 μM) za 24 ur in (D) koncentracijam PhIP (25; 50; 
100; 150; 200 in 400 μM) za 72 ur. Rezultati so podani kot % živih celic ± SD, ki je normaliziran na kontrolo 
topila in izveden v treh neodvisnih bioloških paralelah, ki so zajemale vsaj 4 sferoide. Statistična analiza je bila 
izvedena z enosmerno analizo variance z Dunnettovim primerjalnim testom *p < 0,05; ** p < 0,01. 0 = kontrola 
topila ((A, B) celice v gojitvenem mediju z 0,2 % DMSO (C, D) celice v gojitvenem mediju z 1 % DMSO), 
PK = pozitivna kontrola (1,7 μM etopozid). 
Glede na rezultate testa MTS smo za nadaljnja testiranja izbrali koncentracije, ki niso živosti 
celic v sferoidu znižale za več kot 30 %, in koncentracije, ki so bile predstavljene v 
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4.2.2 Vpliv genotoksičnih spojin na rast in površino sferoidov 
Vpliv genotoksičnih spojin na rast in površino sferoidov smo spremljali s pomočjo 
invertnega mikroskopa TI Eclipse (Nikon, Japonska) pod 40x povečavo in s programsko 
opremo NIS 4.13 (Nikon Instruments, Melville, NY, USA) po koncu kratkotrajnega (24 ur) 
in dolgotrajnega (72 ur) tretiranja z BaP in PhIP. Sferoide smo izpostavili različnim 
koncentracijam BaP (0,1; 1; 10 in 20 μM) za 24 ur in (0,001; 0,01; 0,1; 1 in 10 μM) za 72 ur 
ter različnim koncentracijam PhIP (50; 100; 150 in 200 μM) za 24 ur in (25; 50; 100; 150 in 
200 μM) za 72 ur.  
4.2.2.1 Vpliv BaP na rast in površino sferoida 
Iz rezultatov je razvidno, da BaP po 24-urni izpostavitvi koncentraciji 20 μM statistično 
značilno vpliva na rast sferoidov (sliki 14A in 14B). Povprečna površina kontrolne skupine 
znaša 0,49 ± 0,01 mm2, povprečna površina sferoidov, izpostavljenih najvišji koncentraciji, 
0,37 ± 0,02 mm2, medtem ko povprečna površina pozitivne kontrole znaša 0,46 ± 0,02 mm2. 
Podoben trend lahko vidimo po dolgotrajni (72-urni) izpostavitvi sferoidov (sliki 14C in 
14D). V tem primeru je opazna statistično značilna manjša površina sferoidov pri najvišji 
uporabljeni koncentraciji BaP (10 μM) ter pri pozitivni kontroli. Povprečna površina 
kontrolne skupine je 0,40 ± 0,05 mm2, površina sferoidov, izpostavljenih najvišji 
koncentraciji BaP, pa je 0,32 ± 0,03mm2. Povprečna površina pozitivne kontrole (1,7 μM 
etopozid) je 0,31 ±  0,03 mm2. 
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Slika 14: Vpliv BaP na rast in površino sferoidov po 24-urni (A, B) in 72-urni (C, D) izpostavitvi. Rast 
sferoidov smo spremljali s pomočjo invertnega mikroskopa TI Eclipse (Nikon, Japonska) pod 40x povečavo 
in programsko opremo NIS 4.13 (Nikon Instruments, Melville, NY, USA) in izmerili površino. (A) prikazuje 
primer slik posameznih sferoidov ene od bioloških paralel in (B) povprečno površino ± SD sferoida z začetno 
gostoto 6.000 celic/sferoid po izpostavitvi različnim koncentracijam BaP (0,1; 1; 10 in 20 μM) za 24 ur. (C) 
prikazuje primer slik posameznih sferoidov ene od bioloških paralel in (D) povprečno površino ± SD sferoida 
z začetno gostoto 3.000 celic/sferoid po izpostavitvi različnim koncentracijam BaP (0,001; 0,01; 0,1; 1 in 10 
μM) za 72 ur. Rezultati so podani kot srednje vrednosti treh neodvisnih paralel ± SD, n=10. Statistična analiza 
je bila izvedena z enosmerno analizo variance z Dunnettovim primerjalnim testom. *p < 0,05; *** p < 0,001. 
0 = kontrola topila (celice v gojitvenem mediju z 0,2 % DMSO), PK = pozitivna kontrola (1,7 μM etopozid). 
4.2.2.2 Vpliv PhIP na rast in površino sferoida 
Iz rezultatov lahko vidimo, da PhIP po kratkotrajni (24-urni) izpostavitvi ni vplival na 
izmerjene povprečne površine sferoidov pri nobeni testirani koncentraciji (sliki 15A in 15B). 
Povprečna površina kontrolne skupine je 0,48 ± 0,01 mm2, medtem ko je povprečna površina 
sferoidov izpostavljenih najvišji koncentraciji (200 μM) 0,46 ± 0,03 mm2. Povprečna 
površina sferoidov, ki predstavljajo pozitivno kontrolo pa je 0,43 ± 0,01 mm2. Po dolgotrajni 
(72-urni) izpostavitvi sferoidov spojini PhIP opazimo zmanjšanje povprečne površine 
sferoidov, vendar razlika glede na kontrolno skupino ni statistično značilna (sliki 15C in 
Kontrola topila BaP 0,1 μM 
Pozitivna kontrolaBaP 20 μM BaP 10 μM 
BaP 1 μM 
A
Pozitivna kontrola
Kontrola topila BaP 0,001 μM 
BaP 1 μM BaP 0,1 μM 
BaP 0,01 μM 




Žabkar S. Jetrni 3D celični modeli za zaznavanje genotoksičnega delovanja kemikalij.   
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
15D). Povprečna površina kontrolne skupine je 0,41 ± 0,05 mm2, površina sferoidov 
izpostavljenih koncentraciji 200 μM PhIP pa 0,37 ± 0,06 mm2. Povprečna površina pozitivne 
kontrole je 0,32 ± 0,03 mm2. 
 
Slika 15: Vpliv PhIP na rast in površino sferoidov po 24-urni (A, B) in 72-urni (C, D) izpostavitvi. Rast 
sferoidov smo spremljali s pomočjo invertnega mikroskopa TI Eclipse (Nikon, Japonska) pod 40x povečavo 
in programsko opremo NIS 4.13 (Nikon Instruments, Melville, NY, USA) in izmerili površino po izpostavitvi. 
(A) prikazuje primer slik posameznih sferoidov ene od bioloških paralel in (B) povprečno površino ± SD 
sferoida z začetno gostoto 6.000 celic/sferoid po izpostavitvi različnim koncentracijam PhIP (50; 100; 150 in 
200 μM) za 24 ur. (C) prikazuje primer slik posameznih sferoidov ene od bioloških paralel in (D) povprečno 
površino ± SD sferoida z začetno gostoto 3.000 celic/sferoid po izpostavitvi različnim koncentracijam PhIP 
(25; 50; 100; 150 in 200 μM) za 72 ur. Rezultati so podani kot srednje vrednosti treh neodvisnih paralel ± SD, 
n=10. Statistična analiza je bila izvedena z enosmerno analizo variance z Dunnettovim primerjalnim testom. 




PhIP 50 μM Kontrola topila PhIP 100 μM 
PhIP 150 μM PhIP 200 μM Pozitivna kontrola
PhIP 50 μM Kontrola topila
PhIP 100 μM PhIP 150 μM PhIP 200 μM 
Pozitivna kontrola
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4.2.3 Določanje živosti sferoidov izpostavljenih genotoksičnim spojinam z 
diferencialnim barvanjem s FDA in PI 
Živost sferoidov smo spremljali z diferencialnim barvanjem s FDA in PI ter s pomočjo 
invertnega konfokalnega mikroskopa zajeli slike s programsko opremo Leica. Sferoide smo 
izpostavili spojini BaP pri koncentraciji 20 μM za 24 ur ter koncentraciji 10 μM za 72 ur ter 
spojini PhIP pri koncentraciji 200 μM tako za 24 ur kot tudi za 72 ur. Sferoide, ki smo jih 
izpostavili spojinama za 24 ur smo pripravili z začetno gostoto 6000 celic/sferoid, tiste, ki 
pa smo jih izpostavili za 72 ur smo pripravili z začetno gostoto 3000 celic/sferoid. Žive 
sferoide smo posneli po rezinah v različnih globinah z invertnim konfokalnim mikroskopom 
(Leica, TSC SP8) pod 100x povečavo. Na sferoid smo posneli približno 50 rezin. Slike smo 
nato združili s prekrivanjem s pomočjo programske opreme Leica in funkcije največje 
intenzitete slike (ang. maximum intensity projection image). Analizo slike in kvantifikacijo 
deleža mrtvih celic smo naredili z uporabo programske opreme Image-Pro 10 (Media 
Cybernetics, USA).  
4.2.3.1 Vpliv BaP na živost sferoidov 
Iz slik (slika 16) lahko vizualno ocenimo, da je delež mrtvih celic (rdeče) po izpostavitvi 
spojini BaP pri koncentraciji 20 μM za 24 ur (slika 16A) večji glede na kontrolno skupino, 
vendar se statistično značilno od nje ne razlikuje (slika 16C). Statistično značilno pa se 
razlikuje delež mrtvih celic po izpostavitvi spojini BaP pri koncentraciji 10 μM za 72 ur 
(sliki 16B in 16C) glede na kontrolno skupino. Tako po kratkotrajni kot po dolgotrajni 
izpostavitvi vidimo tudi močno povečan delež mrtvih celic pri pozitivni kontroli.  
 
Slika 16: Spremljanje živosti sferoidov po 24-urni (A) in 72-urni (B) izpostavitvi sferoidov BaP in 
grafični prikaz deleža mrtvih celic (C). Sferoide smo diferencialno barvali z barvili FDA in PI ter slike 
posneli z invertnim konfokalnim mikroskopom (Leica TSC SP8) pod 100x povečavo. (A) primer slik 
posameznih sferoidov ene od bioloških paralel z začetno gostoto 6000 celic/sferoid po 24 urah izpostavitve 
koncentraciji 20 μM BaP. (B) primer slik posameznih sferoidov ene od bioloških paralel z začetno gostoto 
3000 celic/sferoid po 72 urah izpostavitve koncentraciji 10 μM BaP. (C) odstotek mrtvih celic v sferoidu ± SD 
A (24 ur)
B (72 ur)
Kontrola topila BaP 20 µM Pozitivna kontrola
BaP 10 µMKontrola topila Pozitivna kontrola
C
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sferoidov z začetno gostoto 6000 celic/sferoid po 24 urah izpostavitve BaP (20 μM) in 3000 celic/sferoid po 
72 urah izpostavitve BaP (10 μM). Kvantifikacijo deleža mrtvih celic smo naredili s pomočjo programske 
opreme Image-Pro 10. Rezultati so podani kot srednje vrednosti treh neodvisnih paralel ± SD, n=3. Statistična 
analiza je bila izvedena s Studentovim t-testom. *p < 0,05. 0 = kontrola topila (celice v gojitvenem mediju z 
0,2 % DMSO), PK = pozitivna kontrola (1,7 μM etopozid). 
4.2.3.2 Vpliv PhIP na živost sferoidov 
S slike (slika 17A) lahko razberemo, da je delež mrtvih (rdeče) in živih (zeleno) celic po 
izpostavitvi spojini PhIP pri koncentraciji 200 μM za 24 ur enak glede na kontrolno skupino. 
Delež mrtvih celic po 72-urni izpostavitvi spojini PhIP pri koncentraciji 200 μM pa je 
statistično značilno večji glede na kontrolno skupino (sliki 17B in 17C). Tako po kratkotrajni 
kot po dolgotrajni izpostavitvi vidimo močno povečan delež mrtvih celic pri pozitivni 
kontroli. 
 
Slika 17: Spremljanje živosti sferoidov po 24-urni (A) in 72-urni (B) izpostavitvi sferoidov PhIP in 
grafični prikaz deleža mrtvih celic (C). Sferoide smo diferencialno barvali z barvili FDA in PI ter slike 
posneli s pomočjo invertnega konfokalega mikroskopa (Leica TSC SP8) pod 100x povečavo. (A) primer slik 
posameznih sferoidov ene od bioloških paralel z začetno gostoto 6000 celic/sferoid po 24 urah izpostavitve 
koncentraciji 200 μM PhIP. (B) primer slik posameznih sferoidov ene od bioloških paralel z začetno gostoto 
3000 celic/sferoid po 72 urah izpostavitve koncentraciji 200 μM PhIP. (C) odstotek mrtvih celic v sferoidu ± 
SD sferoidov z začetno gostoto 6000 celic/sferoid po 24 urah izpostavitve PhIP (200 μM) in 3000 celic/sferoid 
po 72 urah izpostavitve PhIP (200 μM). Kvantifikacijo deleža mrtvih celic smo naredili s pomočjo programske 
opreme Image-Pro 10. Rezultati so podani kot srednje vrednosti treh neodvisnih paralel ± SD, n=3. Statistična 
analiza je bila izvedena s Studentovim t-testom *p < 0,05. 0 = kontrola topila (celice v gojitvenem mediju z 
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4.2.4 Določanje vpliva genotoksičnih spojin na celični cikel, proliferacijo celic in 
nastanek dvoverižnih poškodb DNA 
S pretočno citometrijo smo spremljali vpliv modelnih ksenobiotikov BaP in PhIP na celični 
cikel, proliferacijo in nastanek dvoverižnih poškodb DNA po kratkotrajni (24-urni) oziroma 
dolgotrajni (72-urni) izpostavitvi. Sferoide smo izpostavili koncentracijam BaP (0,1; 1; 10 
in 20 μM) za 24 ur in (0,001; 0,01; 0,1; 1 in 10 μM) za 72 ur ter koncentracijam PhIP (50; 
100; 150 in 200 μM) za 24 ur in (25; 50; 100; 150 in 200 μM) za 72 ur. Suspenzijo živih 
posameznih celic smo pridobili iz sferoidov s kombinacijo encimske in mehanske 
razgradnje. Fiksirane celice smo istočasno barvali z barvilom Hoechst 33258, ki se veže na 
DNA ter omogoča analizo celičnega cikla, jih označili s protitelesi Ki67 za spremljanje 
proliferacije in s protitelesi γ-H2AX za zaznavanje dvoverižnih prelomov DNA. Poskus smo 
izvedli v 4 bioloških ponovitvah. Za vsak vzorec smo s pretočnim citometrom izmerili 
20.000 celic (merjenje celičnega cikla in proliferacije) ter 10.000 celic (merjenje dvoverižnih 
prelomov DNA). Kot pozitivno kontrolo smo uporabili etopozid (1,7 μM) v obeh časovnih 
točkah.  
4.2.4.1 Analiza celičnega cikla 
4.2.4.1.1 Vpliv BaP na celični cikel 
Iz rezultatov (preglednica 4) vidimo, da je po kratkotrajni izpostavitvi (24 ur) sferoidov BaPu 
prišlo do koncentracijsko odvisne spremembe deleža celic v G0/G1 in S fazi. Pri kratkotrajni 
izpostavitvi je pri kontrolni skupini v G0/G1 fazi 75,1 ± 1,0 % celic, v S fazi pa 10,5 ± 0,8 
% celic. Statistično značilna razlika je opazna pri koncentraciji 10 μM, kjer je v G0/G1 fazi 
62,2 ± 6,7 % celic, višja pa je tudi S faza, ki zajema 26,6 ± 4,6 % celic. Po izpostavitvi 
najvišji koncentraciji (20 μM) odstotek celic v G0/G1 fazi znaša 68,5 ± 3,9, v S fazi pa 13,6 
± 5,5. Odstotek celic v G0/G1 fazi je nekoliko nižji kot v kontrolni skupini, vendar se 
statistično značilno ne razlikuje. V primeru pozitivne kontrole opazimo statistično značilen 
premik celic iz G0/G1 v G2 fazo celičnega cikla. Odstotek celic v G0/G1 fazi je znašal 47,2 
± 4,6, v G2 fazi pa 46,5 ± 8,1. 
Preglednica 4: Odstotek celic v G0/G1, S in G2 fazah celičnega cikla ± SD po izpostavitvi sferoidov 
različnim koncentracijam BaP za 24 ur. Rezultati so podani kot srednje vrednosti štirih neodvisnih paralel 
± SD. Statistična analiza je bila izvedena z enosmerno analizo variance z Dunnettovim primerjalnim testom. 
** p < 0,01; **** p < 0,001. 0 = kontrola topila (celice v gojitvenem mediju z 0,2 % DMSO), PK = pozitivna 
kontrola (1,7 μM etopozid). 
  0 μM 0,1 μM 1 μM 10 μM 20 μM PK 
G0/G1 75,1 ± 1,0 68,4 ± 2,3 67,7 ± 2,1 62,2 ± 6,7 ** 68,5 ± 3,9 47,2 ± 4,6 **** 
S 10,5 ± 0,8 10,4 ± 3,5 11,8 ± 3,1 26,6 ± 4,6 ** 13,6 ± 5,5 5,5 ± 4,1 
G2 13,4 ± 1,6 18,8 ± 7,8 18,6 ± 3,3 9,3 ± 2,9 16,0 ± 1,8 46,5 ± 8,1 **** 
G1 < X > G2 1,0 ± 0,4 2,5 ± 2,0 1,9 ± 1,5 2,0 ± 0,8 1,9 ± 1,0 0,8 ± 1,3 
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Po dolgotrajni izpostavitvi (72 ur) sferoidov izbranim koncentracijam BaP (preglednica 5) 
pri celičnem ciklu nismo zaznali statistično značilnih razlik med izpostavljenimi sferoidi in 
kontrolno skupino. Odstotek celic v G0/G1 fazi pri kontrolni skupini je znašal 63,2 ± 3,8, v 
S fazi je bilo 16,2 ± 2,6 % celic, v G2 fazi pa 18,5 ± 4,3 % celic. Pri najvišji izpostavljeni 
koncentraciji 10 μM je bilo v G0/G1 fazi 57,1 ± 5,0 % celic, v S fazi 17,4 ± 6,5 % celic, v 
G2 fazi pa 23,3 ± 12,6 % celic. Odstotek celic v G0/G1 fazi se je koncentracijsko odvisno 
znižal v primerjavi s kontrolno skupino, vendar statistično značilne razlike ni bilo. V primeru 
pozitivne kontrole vidimo statistično značilen premik iz G0/G1 v G2 fazo celičnega cikla. V 
G0/G1 fazi je 30,9 ± 3,1 % celic, v G2 fazi pa kar 63,4 ± 8,9 % celic.  
Preglednica 5: Odstotek celic v G0/G1, S in G2 fazah celičnega cikla ± SD po izpostavitvi sferoidov 
različnim koncentracijam BaP za 72 ur. Rezultati so podani kot srednje vrednosti štirih neodvisnih paralel 
± SD. Statistična analiza je bila izvedena z enosmerno analizo variance z Dunnettovim primerjalnim testom. 
**** p < 0,001. 0 = kontrola topila (celice v gojitvenem mediju z 0,2 % DMSO), PK = pozitivna kontrola (1,7 
μM etopozid). 
 0 μM 0,001 μM 0,01μM 0,1 μM 1 μM 10 μM PK 
G0/G1 63,2 ± 3,8 65,4 ± 4,8 66,4 ± 8,6 62,0 ± 6,9 59,7 ± 4,4 57,1 ± 5,0 30,9 ± 3,1 **** 
S 16,2 ± 2,6 13,4 ± 3,9 15,1 ± 7,1 13 ± 3,8 14,7 ± 4,9 17,4 ± 6,5 6,2 ± 7,8 
G2 18,5 ± 4,3 19,0 ± 6,4 17,9 ± 7,5 22,4 ± 5,9 25,0 ± 8,9 23,3 ± 12,6 63,4 ± 8,9 **** 
G1 < X > G2 2,1 ± 2,1 2,1 ± 1,4 0,6 ± 2,2 2,5 ± 3,2 0,5 ± 0,5 0,4 ± 1,2 -0,5 ± 1,0 
 
4.2.4.1.2 Vpliv PhIP na celični cikel 
Rezultati so pokazali, da se celični cikel po 24 urah (preglednica 6) izpostavitve različnim 
koncentracijam PhIP ni statistično značilno spremenil. Opazna sprememba je le pri pozitivni 
kontroli, kjer je je v G0/G1 fazi 41,0 ± 4,9 % celic, v G2 fazi pa 48,5 ± 9,7 % celic.  
Preglednica 6: Odstotek celic v G0/G1, S in G2 fazah celičnega cikla ± SD po izpostavitvi sferoidov 
različnim koncentracijam PhIP za 24 ur. Rezultati so podani kot srednje vrednosti štirih neodvisnih paralel 
± SD. Statistična analiza je bila izvedena z enosmerno analizo variance z Dunnettovim primerjalnim testom. 
**** p < 0,001. 0 = kontrola topila (celice v gojitvenem mediju z 1 % DMSO), PK = pozitivna kontrola (1,7 
μM etopozid). 
  0 μM 50 μM 100 μM 150 μM 200 μM PK 
G0/G1 74,2 ± 3,3 69,6 ± 3,6 71,9 ± 1,6 71,7 ± 3,2  71,8 ± 2,6  41,0 ± 4,9 **** 
S 11,0 ± 2,8 12,4 ± 4,1 10,4 ± 4,6 9,7 ± 3,0 10,1 ± 3,6 10,7 ± 8,9 
G2 12,6 ± 3,2 17,0 ± 5,2 17,3 ± 5,1 18,4 ± 3,5 17,6 ± 4,0 48,5 ± 9,7 **** 
G1 < X > G2 2,2 ± 4,6 1,0 ± 1,0 0,5 ± 0,8 0,3 ± 1,9 0,6 ± 1,6 -0,2 ± 0,6 
Iz rezultatov lahko razberemo, da se celični cikel tudi po 72-urni (preglednica 7) izpostavitvi 
različnim koncentracijam PhIP ni statistično značilno spremenil glede na kontrolno skupino. 
Pri pozitivni kontroli pa opazimo statistično značilen premik iz G0/G1 v G2 fazo celičnega 
cikla. Po 72 urah izpostavitve je v G0/G1 fazi 19,4 ± 5,0 % celic, v G2 fazi pa 72,6 ± 3,9 % 
celic. 
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Preglednica 7: Odstotek celic v G0/G1, S in G2 fazah celičnega cikla ± SD po izpostavitvi sferoidov 
različnim koncentracijam PhIP za 72 ur. Rezultati so podani kot srednje vrednosti štirih neodvisnih paralel 
± SD. Statistična analiza je bila izvedena z enosmerno analizo variance z Dunnettovim primerjalnim testom.*p 
< 0,05; **** p < 0,001. 0 = kontrola topila (celice v gojitvenem mediju z 1 % DMSO), PK = pozitivna kontrola 
(1,7 μM etopozid). 
 0 μM 25 μM 50 μM 100 μM 150 μM 200 μM PK 
G0/G1 67,4 ± 4,9  66,6 ± 5,9 66,6 ± 5,9 67,4 ± 5,4  68,3 ± 6,4  69,0 ± 3,0 19,4 ± 5,0 **** 
S 16,5 ± 5,7 14,4 ± 4,0 15,7 ± 4,2 14,1 ± 5,7 13,7 ± 4,3 13,3 ± 3,7 6,6 ± 2,4 * 
G2 15,0 ±  2,6  17,7 ± 2,3 15,5 ± 1,1 16,7 ± 1,5 16,6 ± 1,6 15,9 ± 2,2 72,6 ± 3,9 **** 
G1 < X > G2 1,1 ± 1,9 1,3 ± 1,0  2,2 ± 1,5 1,9 ± 0,7 1,3 ± 2,6 1,9 ± 1,2 1,5 ± 0,6  
 
4.2.4.2 Merjenje proliferacije z označevanjem s protitelesom Ki67 
Kot omenjeno v poglavju 4.2.4 smo iz sferoidov pripravili suspenzijo živih celic, jih fiksirali 
in označili s protitelesom Ki67 za spremljanje proliferacije ter barvilom Hoechst za 
spremljanje celičnega cikla. Hkratno označevanje celic s protitelesom Ki67 in barvilom 
Hoechst nam je omogočilo tudi ločevanje Ki67 pozitivnih celic med fazami celičnega cikla, 
saj se proliferirajoče celice nahajajo v vseh fazah, razen v fazi G0. Poleg odstotka 
proliferirajočih celic smo tako lahko spremljali tudi, kolikšen je odstotek proliferirajočih 
celic znotraj G0/G1 faze celičnega cikla.  
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4.2.4.2.1 Merjenje proliferirajočih celic tretiranih z BaP 
Iz rezultatov (slika 18A) vidimo, da se odstotek proliferirajočih celic pri sferoidih, 
izpostavljenih različnim koncentracijam BaP za 24 ur, statistično značilno ne razlikuje od 
kontrolne skupine. Kljub temu pa vidimo, da je odstotek proliferirajočih celic pri najvišji 
izpostavljeni koncentraciji nižji od kontrolne skupine. V kontrolni skupini je 43,2 ± 4,3 % 
vseh proliferirajočih celic, medtem ko jih je pri koncentraciji 20 μM 32,1 ± 7,4 %.  
Proliferirajočih celic, ki so znotraj G0/G1 faze celičnega cikla (slika 18B), je pri kontrolni 
skupini 27,4 ± 7,3 %, pri koncentraciji 10 μM je proliferirajočih celic 16,2 ± 3,7 %, pri 
koncentraciji 20 μM pa 15,2 ± 1,4 %, kar je statistično značilno različno od kontrolne 
skupine. Statistično značilno spremembo vidimo tudi pri pozitivni kontroli, kjer je 
proliferirajočih celic le 7,0 ± 5,2 %.  
Slika 18: Spremljanje proliferirajočih celic po izpostavitvi sferoidov različnim koncentracijam BaP za 
24 ur s pretočno citometrijo po času. (A) Na grafu je prikazan odstotek proliferirajočih celic po 24-urni 
izpostavitvi sferoidov BaP. (B) Na grafu je prikazan odstotek proliferirajočih celic, ki so znotraj faze G0/G1 
celičnega cikla po 24-urni izpostavitvi sferoidov BaP. Sferoide z začetno gostoto 6000 celic/sferoid smo 
izpostavili različnim koncentracijam BaP (0,1; 1; 10 in 20 μM) za 24 ur. Iz sferoidov smo nato pridobili 
suspenzijo živih posameznih celic in jih označili z barvili. Proliferacijo smo spremljali z označevanjem s 
protitelesom Ki67. Rezultati so prikazani kot srednja vrednost treh bioloških ponovitev ± SD. Statistična 
analiza je bila izvedena z enosmerno analizo variance z Dunnettovim primerjalnim testom.*p < 0,05. 0 = 
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Iz rezultatov (slika 19A) vidimo, da odstotek vseh proliferirajočih celic pri sferoidih, 
izpostavljenih različnim koncentracijam BaP za 72 ur, glede na koncentracijo sicer zniža, a 
se statistično značilno ne razlikuje od kontrolne skupine. Proliferirajočih celic v kontrolni 
skupini je 28,1 ±  5,7 %, pri sferoidih, izpostavljenih koncentraciji 10 μM pa 18,6 ± 9,9 %. 
Statistično značilno pa se razlikuje pozitivna kontrola. 
Pri analizi proliferacije znotraj G0/G1 faze celičnega cikla (slika 19B) smo opazili, da se 
odstotek Ki67 pozitivnih celic zmanjša že pri najmanjši uporabljeni koncentraciji, kjer je 
odstotek proliferirajočih celic 16,1 ± 6,1 %, v primerjavi s kontrolno skupino, kjer je 
proliferirajočih celic 21,0 ± 2,2 %, nato pa ostaja skoraj nespremenjen do koncentracije 1 
μM, vendar se statistično značilno ne razlikuje od kontrolne skupine. Pri najvišji 
koncentraciji (10 μM) pa opazimo statistično značilno znižanje, kjer je proliferirajočih celic 
7,7 ± 4,9 %. Prav tako se statistično značilno razlikuje pozitivna kontrola, pri kateri je znotraj 
G0/G1 faze le 4,9 ± 1,5 % proliferirajočih celic.  
 
Slika 19: Spremljanje proliferirajočih celic po izpostavitvi sferoidov različnim koncentracijam BaP za 
72 ur s pretočno citometrijo po času. (A) Na grafu je prikazan odstotek proliferirajočih celic po 72-urni 
izpostavitvi sferoidov BaP. (B) Na grafu je prikazan odstotek proliferirajočih celic, ki so znotraj faze G0/G1 
celičnega cikla po 72-urni izpostavitvi sferoidov BaP. Sferoide z začetno gostoto 3000 celic/sferoid smo 
izpostavili različnim koncentracijam BaP (0,001; 0,01; 0,1; 1 in 10 μM) za 72 ur. Iz sferoidov smo nato 
pridobili suspenzijo živih posameznih celic in jih označili z barvili. Proliferacijo smo spremljali z 
označevanjem s protitelesom Ki67. Rezultati so prikazani kot srednja vrednost treh bioloških ponovitev ± SD. 
Statistična analiza je bila izvedena z enosmerno analizo variance z Dunnettovim primerjalnim testom *p < 
0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 0 = kontrola topila (celice v gojitvenem mediju z 0,2 % DMSO), PK = 
pozitivna kontrola (1,7 μM  etopozid).  
Zaključimo lahko, da odstotek proliferirajočih celic tako po 24-urni kot po 72-urni 
izpostavitvi spojini BaP koncentracijsko pada. V G0/G1 fazi celičnega cikla se je 
proliferacija po 24 urah izpostavitve koncentraciji 20 μM znižala za 12,2 %, po 72 urah 
izpostavitve pa se je pri koncentraciji 10 μM znižala za 13,3 %.   
A B
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4.2.4.2.2 Merjenje proliferirajočih celic tretiranih s PhIP 
Iz slike 20A lahko razberemo, da se odstotek vseh proliferirajočih celic v sferoidih, 
izpostavljenih različnim koncentracijam PhIP za 24 ur statistično značilno ne razlikuje od 
kontrolne skupine, kljub temu pa lahko vidimo koncentracijsko odvisno nižanje odstotka 
proliferirajočih celic izpostavljenih PhIP. V kontrolni skupini je 32,2 ± 7,1 % proliferirajočih 
celic, medtem ko je pri koncentraciji 200 μM proliferirajočih celic 25,1 ± 6,3 %. Statistično 
značilna razlika je vidna pri pozitivni kontroli, kjer je proliferirajočih celic 51,5 ± 6,8 %.  
Znotraj G0/G1 faze celičnega cikla pri različnih koncentracijah nismo zaznali sprememb v 
odstotku proliferacije glede na kontrolo (Slika 20B). Statistično značilna razlika je vidna le 
pri pozitivni kontroli, kjer je proliferirajočih celic v G0/G1 fazi 5,7 ± 2,1 %.  
 
Slika 20: Spremljanje proliferirajočih celic po izpostavitvi sferoidov različnim koncentracijam PhIP za 
24 ur s pretočno citometrijo po času. (A) Na grafu je prikazan odstotek proliferirajočih celic po 24-urni 
izpostavitvi sferoidov PhIP. (B) Na grafu je prikazan odstotek proliferirajočih celic, ki so znotraj faze G0/G1 
celičnega cikla po 24-urni izpostavitvi. Sferoide z začetno gostoto 6000 celic/sferoid smo izpostavili različnim 
koncentracijam PhIP (50; 100; 150 in 200 μM) za 24 ur. Iz sferoidov smo nato pridobili suspenzijo živih 
posameznih celic in jih označili z barvili. Proliferacijo smo spremljali z označevanjem s protitelesom Ki67. 
Rezultati so prikazani kot srednja vrednost treh bioloških ponovitev ± SD. Statistična analiza je bila izvedena 
z enosmerno analizo variance z Dunnettovim primerjalnim testom ** p < 0,01. 0 = kontrola topila (celice v 
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Po 72-urni izpostavitvi (slika 21) PhIP ni povzročil statistično značilnih razlik tako pri 
odstotku vseh proliferirajočih celic kot tudi pri odstotku proliferirajočih celic v G0/G1 fazi 
celičnega cikla glede na kontrolno skupino. Odstotek proliferirajočih celic znotraj G0/G1 
faze pri kontrolni skupini znaša 12,7 ± 3,1 %, pri koncentraciji 200 μM pa 11,9 ± 1,2 %. 
Statistično značilno se razlikuje le odstotek proliferirajočih celic pri pozitivni kontroli, kjer 
je znotraj G0/G1 faze 2,2 ± 0,8 % proliferirajočih celic.  
 
Slika 21: Spremljanje proliferirajočih celic po izpostavitvi sferoidov različnim koncentracijam PhIP za 
72 ur s pretočno citometrijo po času. (A) Na grafu je prikazan odstotek proliferirajočih celic po 72-urni 
izpostavitvi sferoidov PhIP. (B) Na grafu je prikazan odstotek proliferirajočih celic znotraj faze G0/G1 
celičnega cikla po 72-urni izpostavitvi. Sferoide z začetno gostoto 3000 celic/sferoid smo izpostavili različnim 
koncentracijam PhIP (25; 50; 100; 150 in 200 μM) za 72 ur. Iz sferoidov smo nato pridobili suspenzijo živih 
posameznih celic in jih označili z barvili. Proliferacijo smo spremljali z označevanjem s protitelesom Ki67. 
Rezultati so prikazani kot srednja vrednost treh bioloških ponovitev ± SD. Statistična analiza je bila izvedena 
z enosmerno analizo variance z Dunnettovim primerjalnim testom ** p < 0,01. 0 = kontrola topila (celice v 
gojitvenem mediju z 1 % DMSO), PK = pozitivna kontrola (1,7 μM etopozid).  
Zaključimo lahko, da spojina PhIP, tako po 24-urni kot po 72-urni izpostavitvi sferoidov, ni 
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4.2.4.3 Merjenje γ-H2AX žarišč (dvojnih prelomov vijačnice) 
4.2.4.3.1 Merjenje dvojnih prelomov vijačnice sferoidov, tretiranih z BaP 
Iz predstavljenih rezultatov vidimo, da je BaP po 24-urni izpostavitvi (slika 22A) povzročil 
statistično značilno povečanje števila dvoverižnih prelomov DNA v primerjavi s kontrolno 
skupino celic. Poškodbe DNA smo zaznali že pri koncentraciji ≥ 1 μM. 
 
Slika 22: Vpliv različnih koncentracij BaP na nastanek DSB v celicah HepG2 po 24-urni izpostavitvi (A) 
in reprezentativni histogram (B). Sferoide z začetno gostoto 6000 celic/sferoid smo izpostavili različnim 
koncentracijam BaP (0,1; 1; 10 in 20 µm) za 24 ur in nato izvedli test γ-H2AX. Dvoverižne prelome DNA pri 
izpostavljenih in kontrolnih celicah smo analizirali s pomočjo pretočne citometrije. V vsakem vzorcu smo 
analizirali 10.000 posameznih celic, poskus pa smo izvedli v treh biološko neodvisnih ponovitvah ± SD. (A) 
Rezultati so podani v obliki škatle z ročaji. Škatla skupaj z ročaji predstavlja 95-odstotni interval zaupanja. 
Prvi rob škatle predstavlja prvi kvartil (25 % podatkov), črta znotraj okvirja drugi kvartil ali mediano (50 % 
podatkov), drugi rob škatle pa tretji kvartil (75 % podatkov). (B) Reprezentativen histogram ene biološke 
ponovitve, ki prikazuje porazdelitev izmerjenih vrednosti za posamezne vzorce. Statistična analiza je bila 
izvedena v programu R z uporabo mešanih učinkov (nlme) ** p < 0,01; **** p < 0,001. DSB = dvoverižni 
prelom DNA (ang. double strand break), 0 = kontrola topila (celice v gojitvenem mediju z 0,2 % DMSO), PK 
= pozitivna kontrola (1,7 μM  etopozid).   
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BaP je po 72-urni izpostavitvi (slika 23A) povzročil statistično značilno povečanje števila 
dvoverižnih prelomov DNA pri dveh najvišjih testiranih koncentracijah (1 in 10 μM) v 
primerjavi s kontrolno skupino celic. 
 
Slika 23: Vpliv različnih koncentracij BaP na nastanek DSB v celicah HepG2 po 72-urni izpostavitvi (A) 
in reprezentativni histogram (B). Sferoide z začetno gostoto 3000 celic/sferoid smo izpostavili različnim 
koncentracijam BaP (0,001; 0,01; 0,1; 1 in 10 μM) za 72 ur in nato izvedli test γ-H2AX. Dvoverižne prelome 
DNA pri izpostavljenih in kontrolnih celicah smo analizirali s pomočjo pretočne citometrije. V vsakem vzorcu 
smo analizirali 10.000 posameznih celic, poskus pa smo izvedli v treh biološko neodvisnih ponovitvah ± SD. 
(A) Rezultati so podani v obliki škatle z ročaji. Škatla skupaj z ročaji predstavlja 95-odstotni interval zaupanja. 
Prvi rob škatle predstavlja prvi kvartil (25 % podatkov), črta znotraj okvirja drugi kvartil ali mediano (50 % 
podatkov), drugi rob škatle pa tretji kvartil (75 % podatkov). (B) Reprezentativen histogram ene biološke 
ponovitve, ki prikazuje porazdelitev izmerjenih vrednosti za posamezne vzorce. Statistična analiza je bila 
izvedena v programu R z uporabo mešanih učinkov (nlme) ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,001 DSB = 
dvoverižni prelom DNA (ang. double strand break), 0 = kontrola topila (celice v gojitvenem mediju z 0,2 % 
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4.2.4.3.2 Merjenje dvojnih prelomov vijačnice sferoidov, tretiranih s PhIP 
Iz pridobljenih rezultatov je razvidno, da je PhIP po 24-urni izpostavitvi (slika 24A) 
povzročil statistično značilno povečanje števila dvoverižnih prelomov DNA v primerjavi s 
kontrolno skupino celic pri najvišji izpostavljeni koncentraciji (200 μM).  
 
Slika 24: Vpliv različnih koncentracij PhIP na nastanek DSB v celicah HepG2 po 24-urni izpostavitvi 
(A) in reprezentativni histogram (B). Sferoide z začetno gostoto 6000 celic/sferoid smo izpostavili različnim 
koncentracijam PhIP (50; 100; 150 in 200 μM) za 24 ur in nato izvedli test γ-H2AX. Dvoverižne prelome DNA 
pri izpostavljenih in kontrolnih celicah smo analizirali s pomočjo pretočne citometrije. V vsakem vzorcu smo 
analizirali 10.000 posameznih celic, poskus pa smo izvedli v treh biološko neodvisnih ponovitvah ± SD. (A) 
Rezultati so podani v obliki škatle z ročaji. Škatla skupaj z ročaji predstavlja 95-odstotni interval zaupanja. 
Prvi rob škatle predstavlja prvi kvartil (25 % podatkov), črta znotraj okvirja drugi kvartil ali mediano (50 % 
podatkov), drugi rob škatle pa tretji kvartil (75 % podatkov). (B) Reprezentativen histogram ene biološke 
ponovitve, ki prikazuje porazdelitev izmerjenih vrednosti za posamezne vzorce. Statistična analiza je bila 
izvedena v programu R z uporabo mešanih učinkov (nlme) *p < 0,05; **** p < 0,001. DSB = dvoverižni 
prelom DNA (ang. double strand break), 0 = kontrola topila (celice v gojitvenem mediju z 1 % DMSO), PK = 
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PhIP je po 72-urni izpostavitvi (slika 25A) povzročil statistično značilno povečanje števila 
dvoverižnih prelomov DNA v primerjavi s kontrolno skupino celic. Poškodbe DNA smo 
zaznali že pri najnižji (25 μM) uporabljeni koncentraciji. 
 
Slika 25: Vpliv različnih koncentracij PhIP na nastanek DSB v celicah HepG2 po 72-urni izpostavitvi 
(A) in reprezentativni histogram (B). Sferoide z začetno gostoto 3000 celic/sferoid smo izpostavili različnim 
koncentracijam PhIP (25; 50; 100; 150 in 200 μM) za 72 ur in nato izvedli test γ-H2AX. Dvoverižne prelome 
DNA pri izpostavljenih in kontrolnih celicah smo analizirali s pomočjo pretočne citometrije. V vsakem vzorcu 
smo analizirali 10.000 posameznih celic, poskus pa smo izvedli v treh biološko neodvisnih ponovitvah ± SD. 
(A) Rezultati so podani v obliki škatle z ročaji. Škatla skupaj z ročaji predstavlja 95-odstotni interval zaupanja. 
Prvi rob škatle predstavlja prvi kvartil (25 % podatkov), črta znotraj okvirja drugi kvartil ali mediano (50 % 
podatkov), drugi rob škatle pa tretji kvartil (75 % podatkov). (B) Reprezentativen histogram ene biološke 
ponovitve, ki prikazuje porazdelitev izmerjenih vrednosti za posamezne vzorce. Statistična analiza je bila 
izvedena v programu R z uporabo mešanih učinkov (nlme) *p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 
0,001. DSB = dvoverižni prelom DNA (ang. double strand break), 0 = kontrola topila (celice v gojitvenem 
mediju z 1 % DMSO), PK = pozitivna kontrola (1,7 μM  etopozid).   
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5 RAZPRAVA 
Jetra so osrednji organ za presnovo ksenobiotikov (Remmer, 1970; Badal McCreath in 
Delgoda, 2017), zato se in vitro jetrni modeli (tako primarne celice kot celične linije) široko 
uporabljajo za ocenjevanje varnosti in učinkovitosti spojin ter njihovega načina delovanja 
(Kirkland in sod., 2007). V in vitro pogojih se celice gojijo v plastenkah za gojenje celic ali 
v petrijevkah, kjer so pritrjene na podlago, kar pa je velika razlika od njihovega naravnega 
tridimenzionalnega okolja. Glavne omejitve 2D celičnih kultur so pomanjkanje številnih 
bioloških funkcij, kot so medcelične povezave in povezave celica – zunajcelični matriks. To 
vodi do slabše diferenciacije celic, spremenjene celične signalizacije, izražajo pa tudi nizko 
raven encimov CYP450 in ksenobiotičnih receptorjev, medtem ko se encimi druge stopnje 
metabolizma v večini jetrnih celičnih linij ne izražajo, kar je ključnega pomena pri testiranju 
genotoksičnosti. Verjetnost, da dobimo netočne in lažno pozitivne rezultate, je tako večja 
(Kirkland in sod., 2007; Hurrell in sod., 2019; Wrzesinski in Fey, 2015). V zadnjih 
desetletjih se je zato močno pospešil razvoj in vitro 3D celičnih modelov, ki zaradi svoje 
večje kompleksnosti bolje posnemajo in vivo pogoje.  
In vitro 3D celični modeli so preprosti tridimenzionalni modeli, ki jih je mogoče ustvariti iz 
različnih vrst celic, ki se združijo zaradi adhezije (Lin in Chang, 2008). Zaradi svoje 
tridimenzionalne oblike, biološke funkcije, kot so medcelične povezave in povezave celica 
– zunajcelični matriks bolje korelirajo s stanjem in vivo (Elje in sod., 2019; Ramaiahgari in 
sod., 2014). Razvite so številne metode priprave in vitro 3D celičnih modelov. Izbrana 
metoda gojenja vpliva na velikost, obliko, gostoto, površinsko topologijo in mikrostrukturo, 
vse skupaj pa lahko vpliva na vedenje celic. Trenutno je največja pomanjkljivost in vitro 3D 
celičnega modela pomanjkanje standardizacije v protokolih, kar vodi do razlik v strukturi 
sferoidov. To pa lahko vpliva na rezultate preučevanja genotoksičnih spojin in študije 
učinkovitosti (Eilenberger in sod., 2019). V našem magistrskem delu smo želeli ovrednotiti 
občutljivost in specifičnost novo razvitega jetrnega in vitro 3D celičnega modela, saj naj bi, 
glede na dosedanje študije (Hurrell in sod., 2019; Elje in sod., 2019) ti bolje odražali pogoje 
in vivo. 
Razvite so številne metode priprave in vitro 3D celičnega modela. Najpogosteje uporabljene 
metode so metoda visečih kapljic (Elje in sod., 2019; Hurrell in sod., 2018; Shah in sod., 
2018), bioreaktorji z mešanjem (Fey in Wrzesinski, 2012; Štampar in sod., 2020) in prisilna 
plavajoča metoda (Eilenberger in sod., 2019; Štampar in sod., 2019). 
Za modelni celični sistem smo izbrali celično linijo humanega hepatocelularnega karcinoma 
(HepG2 celice). Te so ene izmed najpogosteje uporabljenih človeških jetrnih celičnih linij, 
saj sintetizirajo in izločajo veliko plazemskih beljakovin, ki so značilne za človeške jetrne 
celice. Imajo ohranjene metabolne encime I. (aktivacija) in II. (detoksifikacija) faze 
metabolizma genotoksičnih spojin in zato bolje odražajo presnovo le-teh kot druge 
presnovno nezmožne celice. Vendar je v in vitro 2D celičnem modelu raven izražanja teh 
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encimov bistveno nižja v primerjavi z izražanjem encimov v človeških primarnih jetrnih 
celicah, zato se zaradi polimorfizmov intenzivnost aktivacije in/ali razstrupljanja 
genotoksičnih spojin razlikuje glede na izražanje teh encimov pri ljudeh (Mersch-
Sundermann in sod., 2004; Hurrell in sod., 2019). 
5.1 OPTIMIZACIJA POGOJEV ZA GOJENJE HepG2 SFEROIDOV IN      
KARAKTERIZACIJA SFEROIDOV 
V raziskavah hepatotoksičnega delovanja spojin je velika potreba po vzpostavitvi novih, 
zanesljivih in uniformnih modelov (Hughes, 2008). V magistrskem delu smo razvili in 
optimizirali jetrni in vitro 3D celični model (sferoidi) iz celic HepG2 s prisilno plavajočo 
metodo s centrifugiranjem. Ta se je izkazala za relativno enostavno in poceni metodo, s 
katero v zelo kratkem času pridobimo veliko število sferoidov, ki so podobni po velikosti in 
obliki. Nastali sferoidi so zelo kompaktni in s številnimi medceličnimi interakcijami. Velika 
prednost te metode je, da ne potrebujemo posebnih materialov ter opreme in da celice niso 
v direktnem stiku z zunajceličnim matriksom.  
V magistrskem delu smo želeli ovrednotiti občutljivost in specifičnost novo razvitega 
jetrnega in vitro 3D celičnega modela. Za čim boljšo optimizacijo modela je pomembno 
dobro poznavanje organotipičnih in ultrastrukturnih lastnosti ter profil genskega izražanja, 
kar so na sferoidih, tvorjenih iz HepG2 celic, raziskovali že v več študijah (Wrzesinski in 
Fey, 2013; Ramaiahgari in sod., 2014). Pomembni parametri sferoidov pa so tudi 
enakomernost v velikosti, morfologija, živost, čas gojenja, proliferativnost in spremljanje 
celičnega cikla. Te je potrebno podrobno preučiti, da lahko sferoide uporabimo kot model 
za preučevanje delovanja genotoksičnih spojin, zato smo se v magistrskem delu najprej 
osredotočili na določanje oziroma ovrednotenje teh lastnosti.  
5.1.1   Vpliv začetnega števila celic na rast sferoidov 
V naši študiji smo preučevali sferoide z začetno gostoto 6000 celic/sferoid ter 3000 
celic/sferoid. S spremljanjem, opazovanjem in merjenjem površine sferoidov s svetlobno 
mikroskopijo smo potrdili, da celice tvorijo uniformne sferoide pri obeh gostotah ter počasno 
in enakomerno rast sferoidov po času, kar je skladno z raziskavo Elje in sodelavcev (2019), 
ki so preučevali sferoide iz HepG2 celic, pridobljene z metodo visečih kapljic.  
Celice v 2D celičnem modelu imajo eksponentno rast s kratkim časom podvajanja, ki v 
primeru HepG2 celic zajema 24–28 ur. Pri sferoidih pa celice dosežejo dinamično ravnotežje 
z daljšim podvojitvenim časom (Wrzesinski in sod., 2014). Do tega pride zaradi nastanka 
različnih con v sferoidu. To so zunanja proliferativna cona, vmesna cona mirovanja z živimi 
celicami in nekrotično jedro v notranjosti, ki nastane pri večjih in starejših sferoidih (Muller-
Klieser, 1984). Deleži proliferirajočih in živih celic v mirovanju so različni (Wrzesinski in 
sod., 2014). Na število celic, ki prehajajo iz proliferacije v fazo mirovanja ali celično smrt, 
pa lahko vpliva začetna gostota celic (Hurrell in sod., 2018). Naša raziskava kaže, da se je 
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pri sferoidih z začetno gostoto 6000 celic/sferoid rast v 168 urah povečala za 19,6 % (slika 
8), pri sferoidih z začetno gostoto 3000 celic/sferoid pa za kar 48,7 % (slika 9). Pri sferoidih 
z večjo začetno gostoto celic se je torej velikost sferoida povečevala počasneje. V študiji, 
kjer so sferoide spremljali dalj časa, so ugotovili, da se je rast sferoidov s časom gojenja 
upočasnjevala in je po sedmih dneh spremljanja dosegla plato (Elje in sod., 2019). Do 
podobnega zaključka so prišli tudi v študiji Eilenberger in sodelavci (2019), kjer so sferoide 
iz HepG2 celic pripravili s prisilno plavajočo metodo. V nasprotju s temi dognanji, pa smo 
v naši študiji ugotovili, da se je rast sferoidov povečevala vse do sedmega dne. Po sedmih 
dneh sferoidi še niso dosegli faze platoja, kar nakazuje na to, da bi gojenje lahko še 
podaljšali. Predvidevamo, da bi se rast, če bi sferoide spremljali dalj časa, tudi v našem 
primeru ustavila. Upočasnjena oziroma ustavljena delitev celic v sferoidu in s tem rast 
sferoidov pomeni, da lahko sferoide v kulturi vzdržujemo skozi daljše časovno obdobje, tudi 
več tednov. To omogoča dolgotrajno izpostavljenost večkratnim odmerkom proučevanih 
spojin (Hiemstra in sod., 2019). V nasprotju z našimi rezultati so Shah in sodelavci (2018) 
pri sferoidih, ki so jih naredili z metodo visečih kapljic, opisali zaustavljeno rast sferoidov 
ter hkratno zmanjšanje površine sferoidov po sedmem dnevu. Navajajo, da je lahko razlog 
za to kontaktna inhibicija, ki je v 3D strukturah bolj izrazita, saj je sprožena tako iz lateralne 
kot iz vertikalne smeri, za razliko od 2D struktur, kjer je kontaktna inhibicija sprožena le iz 
lateralne smeri (Shah in sod., 2018). 
5.1.2   Živost celic in nastanek nekrotičnega jedra v odvisnosti od časa gojenja sferoidov 
Znana pomanjkljivost starejših sferoidov je nastanek nekrotičnega jedra, ki je neželen pojav 
v modelih, ki jih uporabljamo za proučevanje škodljivega delovanja kemikalij. Nekrotično 
jedro nastane zaradi odmiranja celic v notranjosti sferoida kot posledica kopičenja 
presnovnih odpadkov in nezadostnega prehajanja kisika ter hranil v notranjost sferoida. 
Nekrotično jedro se pojavi pri sferoidih s premerom od 200 do 500 µm (slika 2) (Alvarez-
Pérez in sod., 2005; Muller-Klieser, 1984; Nath in Devi, 2016). V magistrskem delu nas je 
zanimalo, kako začetna gostota celic vpliva na nastanek nekrotične sredine in kako dolgo 
lahko gojimo sferoide pri statičnih pogojih, ne da bi pri tem prišlo do vpliva na živost celic 
v sferoidu. Sferoide smo diferencialno barvali z dvema fluorescentnima barviloma, FDA in 
PI. FDA prehaja v žive celice, ki pretvorijo nefluorescentno FDA v zeleni fluorescentni 
presnovni fluorescein, medtem ko PI prehaja le v celice s poškodovano celično membrano. 
Živost celic smo spremljali s pomočjo konfokalnega mikroskopa. Rezultati meritev 
sferoidov z začetno gostoto 6000 celic/sferoid so pokazali nastanek majhnega nekrotičnega 
jedra po 72 urah (tri dni), ki se je s časom večalo. Pri sferoidih z začetno gostoto 3000 
celic/sferoid pa tudi po 288 urah (12 dni) nismo opazili nastanka nekrotičnega jedra (slika 
10). Ti sferoidi so bili manjši, kar omogoča difuzijo kisika in ostalih hranil vse do sredine 
sferoida. Naši rezultati se skladajo z raziskavo Elje in sodelavcev (2019). Iz dobljenih 
rezultatov lahko zaključimo, da so sferoidi z nižjo začetno gostoto celic bolj primerni za 
časovno daljše poskuse, ki lahko trajajo tudi do 288 ur (12 dni), sferoide z večjo začetno 
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celično gostoto pa lahko uporabimo za kratkotrajna testiranja. Velikost sferoidov je tako ena 
od pomembnejših lastnosti in hkrati omejitev uporabe tega celičnega modela. 
5.1.3  Proliferacija celic v sferoidu in porazdelitev celic po fazah celičnega cikla 
Nadalje smo s pretočno citometrijo spremljali odstotek proliferirajočih celic v sferoidu. Že 
prejšnje študije na 3D celičnih modelih so poročale o zmanjšanju proliferacije, kar je lahko 
povezano s časovno odvisno diferenciacijo celic (Elje in sod., 2019; Gurski in sod., 2010; 
Luckert in sod., 2017). To smo potrdili z imunocitokemijsko analizo kazalca celične 
proliferacije, proteinom Ki67. Protein Ki67 je povezan izključno s celično proliferacijo, saj 
je prisoten le v aktivnih fazah celičnega cikla (G1, S, G2 in M), ne izraža pa se v mirujoči 
fazi G0 (Li in sod., 2015). Pri sferoidih z začetno gostoto 6000 celic/sferoid je bilo po 24 
urah 67,3 ± 2,4 % proliferirajočih celic, po 96 urah pa le še 29,3 ± 7,6 %. Pri sferoidih z 
začetno gostoto 3000 celic/sferoid je bilo po 72 urah 93,4 ± 21,3 % proliferirajočih celic, po 
432 urah (18 dneh) pa 37,8 ± 1,2 % (slika 11). Ugotovili smo, da se je število proliferirajočih 
celic hitreje zmanjšalo pri sferoidih, ki smo jih razvili iz večjega števila celic, kar se ujema 
s študijo Hurrella s sodelavci (2018). Proliferacija celic je v in vitro 3D celičnih modelih 
nižja od proliferacije celic v in vitro 2D celičnih modelih, a je s tem bolj podobna pravim 
tkivom (Gurski in sod., 2010). Predvideva se, da se funkcije celic v in vitro 2D celičnem 
modelu zaradi tripsinizacije preusmerijo v procese popravljanja poškodb in delitev celic, 
medtem ko se v sferoidih celice po določenem času gojenja rediferencirajo (Wrzesinski in 
sod., 2013). V študiji so Gaskell in sodelavci (2016) na C3A sferoidih analizirali 
razporeditev proliferirajočih celic in ugotovili, da je bilo po 18 dneh rasti proliferirajočih 
celic veliko manj kot na začetku, te pa so bile locirane na periferiji sferoida. 
S pretočno citometrijo smo spremljali tudi porazdelitev celic v fazah celičnega cikla v 
samem sferoidu. Faze celičnega cikla pri sferoidih z začetno gostoto 6000 celic/sferoid so se 
statistično razlikovale po času. Opazno je bilo naraščanje števila celic v G0/G1 fazi celičnega 
cikla (preglednica 2). Po 24 urah gojenja je bilo v fazi G0/G1 61,3 ± 4,0 % celic, medtem ko 
jih bilo po 96 urah kar 73,9 ± 1,7 %. V fazi G0 in G1 imajo celice stanje kromosomov 2n, 
zato jih pri analizi združujemo v en vrh (G0/G1) in med fazama ne moremo razlikovati 
(povzeto po navodilih 10G-Pos 10-02, Analiza celičnega cikla s pretočno citometrijo, 
laboratorija GEN). Naraščanje števila celic v G0/G1 fazi celičnega cikla je tako najverjetneje 
posledica prehajanja celic v fazo mirovanja (fazo G0), kar se ujema s padcem proliferacije. 
Povečevanje števila celic v G0/G1 fazi se ujema s študijama Hurrell in sodelavci (2018), ki 
so sferoide iz HepG2 celic pripravili z metodo visečih kapljic in Li in sodelavci (2008), ki 
so sferoide iz HepG2 celic pripravili s tekočo prekrivno metodo (ang. liguid overlay 
techniqe). Pri sferoidih z začetno gostoto 3000 celic/sferoid se število celic v posamezni fazi 
celičnega cikla ni statistično značilno razlikovalo (preglednica 3). Predvidevamo, da bi v 
primeru podaljšanega gojenja sferoidov in spremljanja razporeditve celic po fazah celičnega 
cikla zaznali podoben trend, torej naraščanje števila celic v G0/G1 fazi kot smo zaznali pri 
sferoidih z večjo začetno celično gostoto.  
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5.2   UPORABNOST HepG2 SFEROIDOV ZA OCENO GENOTOKSIČNE 
AKTIVNOSTI S POMOČJO MODELNIH GENOTOKSIČNIH SPOJIN  
Celična linija HepG2 se kot in vitro 2D celični model pogosto uporablja tako za oceno 
genotoksičnosti različnih spojin kot tudi nanomaterialov. V drugem delu magistrskega dela 
smo razvit in vitro 3D celični model validirali, in sicer tako, da smo ugotavljali, ali lahko s 
pomočjo modela zaznamo genotoksično delovanje dveh izbranih kemikalij. Izbrali smo dva 
modelna ksenobiotika, in sicer benzo(a)piren (BaP) in 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo(4,5-
b)piridin (PhIP). BaP uvrščamo med policiklične aromatske ogljikovodike (PAH), PhIP pa 
med heterociklične aromatske ogljikovodike (HAA) (Knize in sod., 1999). Gre za spojini, 
ki spadata med ksenobiotike, torej med pro-genotoksične spojine, kar pomeni, da postaneta 
genotoksični šele po metabolni aktivaciji z encimi faze I, oziroma, da so za detoksifikacijo 
potrebni encimi faze II, ki so odgovorni za odstranjevanje metabolnih produktov iz celic 
oziroma telesa (Xue in Warshawsky, 2005; Turesky, 2010). BaP se v veliki meri metabolno 
aktivira s citokromom CYP1A1, medtem ko se PhIP v glavnem presnavlja s CYP1A2. Z 
nadaljnjo presnovo nastanejo metobolni produkti, ki z DNA tvorijo stabilne povezave, kar 
lahko vodi do mutacij (Xue in Warshawsky, 2005; Turesky, 2010).  
Iz literaturnih podatkov je znano, da obe proučevani spojini povzročata poškodbe DNA, in 
sicer primarne poškodbe kot so DNA verižni prelomi (Stellas 2014; Turesky 2010) ter 
nastanek mikrojeder (Peng in sod., 2015; Pezdirc in sod., 2013). V magistrskem delu smo 
za namen validacije in vitro 3D celičnega modela sferoide, ki smo jih pripravili z začetno 
gostoto 6000 celic/sferoid oziroma 3000 celic/sferoid in smo jih gojili 72 ur (tri dni), 
izpostavili delovanju modelnih genotoksičnih spojin za 24 in 72 ur. Krajši, 24-urni čas 
izpostavitve smo izbrali zato, da zaznamo takojšen vpliv na živost celic, celični cikel ter da 
zaznamo morebitne prehodne poškodbe DNA, ki bi jih celični mehanizmi po podaljšanem 
času izpostavitve (npr. 72 ur) že popravili. Po drugi strani pa je daljši, 72-urni čas 
izpostavitve dovolj dolg, da celice metabolizirajo in tudi detoksificirajo genotoksične 
spojine ter da lahko celični mehanizmi popravijo nastale poškodbe. V številnih primerih 
genotoksične spojine povzročajo poškodbe genetskega materiala, ki jih celični popravljalni 
mehanizmi ne popravijo ustrezno, kar pa lahko privede do mutacije. Tovrstne poškodbe 
DNA, lahko privedejo do nastanka rakavih obolenj, dednih, nevrodegenerativnih in številnih 
drugih bolezni, ki se lahko prenašajo na potomce (Turkez in sod., 2017). Pri podaljšanem 
času izpostavitve smo izbrali nižje koncentracije kemikalij kot pri kratkotrajnih 
izpostavitvah, saj so bile celice izpostavljene kemikalijam skozi daljše časovno obdobje. Te 
nižje koncentracije so ustrezne koncentracijam, ki so prisotne v okolju oziroma hrani in s 
katerimi prihajamo v stik ter so zato bolj relevantne za preučevanje vpliva na realno 
izpostavljenost človeka. 
V drugem delu magistrskega dela smo tako želeli določiti vpliv izbranih genotoksičnih 
spojin na rast sferoidov, živost in delitev oziroma proliferacijo celic, njihov celični cikel in 
nastanek dvoverižnih prelomov DNA. Pri vseh nadaljnjih poskusih smo za pozitivno 
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kontrolo izbrali etopozid, ki je znana citostatična spojina in povzroča poškodbe. Deluje z 
inhibicijo delovanja topoizomeraz II, tako da stabilizira kompleks DNA – topoizomeraza 
(DNA – rezalni kompleks). Celica tako ni zmožna ločiti hčerinskih kromosomov. Ko pride 
do nastanka DNA – rezalnega kompleksa, etopozid povzroči poškodbe DNA (dvojne 
prelome). Zaradi vpliva etopozida pride do ustavitve delitev celic v fazi G2/M celičnega 
cikla ter nastanek nenormalno velike celice in celičnega jedra (vsebuje dvojno garnituro 
kromosomov), saj celica kljub veliki količini sintetizirane DNA in proteinov za celično 
delitev ne more vstopiti v mitozo (Montecucco in Biamonti, 2007).  
5.2.1  Citotoksično delovanje izbranih modelnih genotoksičnih spojin 
Najprej smo ugotavljali, ali izbrane koncentracije BaP (0,001; 0,01; 0,1; 1; 10; 20 in 40 μM) 
in PhIP (25; 50; 100; 150; 200 in 400 μM) delujejo citotoksično, kar smo preverjali s testom 
MTS. Rezultati so pokazali, da spojina BaP tako po kratkotrajni (24 ur) kot po dolgotrajni 
(72 ur) izpostavitvi ni delovala citotoksično na celice sferoidov pri nobeni izmed 
izpostavljenih koncentracij. Tudi PhIP po kratkotrajni izpostavitvi ni deloval citotoksično, 
smo pa opazili statistično značilno znižanje celične živosti pri najvišji testirani koncentraciji 
400 µM. Celična živost je bila pri tej koncentraciji 76,2 ± 18,5 % (slika 13) v primerjavi s 
kontrolno skupino. Pridobljeni rezultati se skladajo s študijo Štampar in sodelavci (2019). 
Pri nižjih uporabljenih koncentracijah smo opazili statistično neznačilno povečanje 
preživetja celic. Glede na to, da s testom MTS merimo metabolno aktivnost mitohondrijskih 
encimov, gre najverjetneje za navidezno povečanje. Po izpostavitvi celic geno/toksičnim 
spojinam celice aktivirajo obrambne mehanizme – opažen učinek verjetno odraža pospešen 
metabolizem kot posledico stresa, povzročenega z izpostavitvijo geno/toksičnim spojinam 
(Malich in sod., 1997). V nadaljnjih poskusih smo uporabljali koncentracije ksenobiotikov 
BaP in PhIP, ki niso zmanjšale živosti celic za več kot 30 % in koncentracije, ki so bile 
predstavljene v predhodnih študijah (Gajski in sod., 2016; Pezdirc in sod., 2013; Štampar in 
sod., 2019). 
5.2.2 Vpliv modelnih genotoksičnih spojin na rast sferoidov in živost celic v sferoidih 
Vpliv BaP in PhIP na rast sferoidov smo določali z merjenjem površine sferoidov, kar smo 
izvedli s tako imenovano planimetrijo s pomočjo svetlobnega mikroskopa. Rezultati so 
pokazali, da je BaP vplival na obseg in površino sferoida. Po 24 urah izpostavitve najvišji 
koncentraciji BaP (20 µM) je bila površina v povprečju od kontrolne skupine manjša za 0,09 
± 0,01 mm2, medtem ko je bila po 72 urah izpostavitve 10 µM BaP površina v povprečju od 
kontrolne skupine manjša za 0,08 ± 0,02  mm2 (slika 14). Opazili smo tako zmanjšano 
površino sferoidov v odvisnosti od koncentracije BaP kot tudi spremembe v kompaktnosti 
sferoidov. V nasprotju s tem pa PhIP pri nobeni od izbranih koncentracij ni vplival na obliko, 
površino in velikost sferoidov (slika 15).  
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Poleg spremljanja zgoraj naštetih parametrov (oblika in velikost sferoidov) smo 
izpostavljene sferoide (BaP pri koncentarcijah 20 μM za 24 ur in 10 μM za 72 ur ter PhIP 
pri koncentarciji 200 μM tako za 24-urno kot 72-urno izpostavitev) in kontrolne sferoide 
diferencialno barvali s fluorescein diacetatom (FDA) in propidijevim jodidom (PI) ter 
spremljali živost celic s pomočjo konfokalnega mikroskopa (sliki 16 in 17). Iz rezultatov 
lahko vidimo zmanjšano živost sferoida po 24-urni izpostavitvi BaP, ne pa tudi PhIP. V 
kontrolni skupini je delež mrtvih celic znašal 10,5 ± 5,8 %, medtem ko je delež mrtvih celic, 
izpostavljenih spojini BaP, znašal 27,4 ± 10,5 ter 10,1 ± 1,1 % v primeru spojine PhIP. Po 
72-urni izpostavitvi smo zaznali večji delež mrtvih celic v primerjavi s kontrolno skupino, 
tako po izpostavitvi sferoidov BaP kot tudi PhIP. V kontrolni skupini je bilo mrtvih celic v 
povprečju 3,3 ± 0,3 %, medtem ko je delež mrtvih celic, izpostavljenih BaP, znašal 14,3 ± 
9,3 % in v primeru PhIP 12,5 ± 0,5 %. Iz rezultatov je razvidno, da so bile mrtve celice 
enakomerno razporejene predvsem po površini sferoida, kar nakazuje, da sta proučevani 
spojini vplivali na živost celic, ki pa se v primeru BaP zaradi velikega sipanja rezultatov ni 
značilno razlikovala od kontrolne skupine. Potrebno je omeniti, da se rezultati ujemajo s 
testom citotoksičnosti (MTS). 
5.2.3  Vpliv modelnih genotoksičnih spojin na celični cikel, proliferacijo celic in 
nastanek dvoverižnih poškodb DNA 
V nadaljnjih poskusih smo po končani izpostavitvi sferoidov s kombinacijo encimatske 
razgradnje in mehanske degradacije iz sferoidov pridobili suspenzijo posameznih celic. Za 
analizo celičnega cikla, določanje Ki67 pozitivnih celic in DNA dvoverižnih prelomov smo 
celice najprej fiksirali ter jih nadalje barvali z barvilom Hoechst, ki se veže na DNA, ter jih 
istočasno označili s protitelesi za Ki67 in γ-H2AX. Ta pristop nam je omogočil hkratno 
zaznavanje treh končnih učinkov (analiza celičnega cikla, zaznavanje proliferirajočih celic - 
Ki67 pozitivne celice ter dvoverižnih prelomov DNA - γ-H2AX), kar smo izvedli s pretočno 
citometrijo. 
Predpostavili smo, da spojini BaP in PhIP zaradi svoje genotoksične aktivnosti vplivata tudi 
na celični cikel. Normalne diploidne deleče se celice gredo v celičnem ciklu skozi 4 faze: 
G1, S, G2 in M. Celični cikel je reguliran na več kontrolnih točkah, od katerih sta 
najpomembnejši G1/S in G2/M, ki sta pomembni za preverjanje pravilnosti poteka celičnega 
cikla oziroma, ali so razmere za delitev ugodne. V primeru poškodbe DNA se sproži 
zaustavitev celičnega cikla, dokler poškodba ni popravljena, kar lahko povzroči kopičenje 
celic v eni izmed faz celičnega cikla. V primeru, da se poškodbe DNA ne popravijo, celice 
sprožijo programirano celično smrt ali apoptozo (Murray in Hunt, 1993). 
V študijah (Stellas in sod., 2014; Jeffy in sod., 2000; Hockey in sod., 2006) so dokazali, da 
se DNA poškodbe, ki jih povzroči izpostavitev spojini BaP človeškim celičnim linijam 
(HepG2, MCF7), kažejo v aktivaciji kontrolnih točk S-faze in G2/M. Naša raziskava je z 
analizo celičnega cikla s pretočno citometrijo pokazala, da BaP vpliva na celični cikel v 
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odvisnosti od koncentracije. Po 24-urah izpostavitve smo zaznali statistično značilno 
povišanje deleža celic v S fazi, hkrati pa se je znižal odstotek celic v G0/G1 fazi. Pri 
koncentraciji 10 µM je bilo v S fazi kar 26,6 ± 4,6 odstotkov celic, v primerjavi s kontrolno 
skupino, kjer je bilo v S fazi 10,5 ± 0,8 % celic. Pri koncentraciji 20 µM je bilo v S fazi 13,6 
± 5,5 odstotkov celic, kar je nekoliko več od kontrolne skupine, a se statistično značilno ni 
razlikovalo (preglednica 4). Po 72-urni izpostavitvi sferoidov BaP (preglednica 5) nismo 
zaznali večjih razlik v celičnem ciklu v primerjavi s kontrolno skupino. Morda lahko 
omenimo, da smo zaznali nekoliko zmanjšan delež celic v G0/G1 fazi celičnega cikla in 
povečanje deleža celic v G2 fazi celičnega cikla glede na kontrolno skupino, razlika pa ni 
bila statistično značilna. Podobne ugotovitve na in vitro 2D HepG2 celičnem modelu 
opisujejo tudi Stelas in sodelavci (2014), ki so opisali, da se po določenem času celice iz S 
faze sprostijo in nadaljujejo celični cikel, kar pa je lahko razlog, da pri dolgotrajni 
izpostavitvi ne zaznamo več razlik med fazami celičnega cikla. Študija je pokazala tudi 
kopičenje DNA aduktov in kromosomskih poškodb, ki se lahko prenesejo v hčerinsko celico.  
Izpostavitev sferoidov PhIP pri nobeni uporabljeni koncentraciji ni povzročila sprememb pri 
celičnem ciklu tako po 24-urni kot tudi po 72-urni izpostavitvi (preglednici 6 in 7). Študij, 
ki bi raziskovale vpliv PhIP na celični cikel HepG2 celic v 3D konformaciji v literaturi nismo 
zasledili. Na 2D HepG2 celičnih kulturah so Pezdirc in sodelavci (2013) opisali, da PhIP, 
pri koncentraciji 200 µM, po 24-urah izpostavitve zaustavi celični cikel v S fazi, posledično 
pa se zmanjša tudi število celic v G0/G1 fazi. Na našem in vitro 3D celičnem modelu teh 
procesov nismo zaznali. Zhu in sodelavci (2000) so raziskovali vpliv PhIP-a na celični cikel 
linije humanega limfoblastoida TK6. Po kratkotrajni izpostavitvi TK6 celic je prišlo do 
povečanega števila celic v fazi S, predvsem pri celicah, ki so bile izpostavljene visokim 
koncentracijam, vendar pa 48 ur po zadnji izpostavitvi spojini sprememb v celičnem ciklu 
niso več zaznali. Predvidevali so, da ustavitev celic v S fazi celicam zagotovi dovolj časa, 
da popravljalni mehanizmi popravijo DNA poškodbe, z nadaljnjo inkubacijo pa delitev celic 
nadalje poteče (Zhu in sod., 2000). 
Odstotek celic, ki se delijo v sferoidu, smo spremljali s proliferacijskim markerjem Ki67. 
Odstotek vseh delečih se celic po 24-urni izpostavitvi sferoidov spojini BaP, se statistično 
značilno ni razlikoval pri nobeni uporabljeni koncentraciji. Opazili smo zmanjšan delež 
delečih se celic pri najvišji koncentraciji BaP (20 μM), kjer je delež proliferirajočih celic 
znašal 11,1 % manj kot v kontrolni skupini. Po 72-urah izpostavitve prav tako nismo opazili 
statistično značilne razlike, vidimo pa, da se odstotek vseh delečih se celic zmanjša v 
odvisnosti od koncentracije (sliki 18A in 19A). Hkratno barvanje celic z barvilom Hoescht 
za analizo celičnega cikla in označevanje s protitelesi, specifičnimi za Ki67, nam je 
omogočilo analizo porazdelitve Ki67 pozitivnih celic v fazi G0/G1. Ker protein Ki67 v fazi 
G0 ni prisoten (Li in sod., 2015), smo lahko ugotovili delež Ki67 pozitivnih celic v G0/G1 
fazi, torej tistih, ki se delijo. Po 24-urni izpostavitvi smo pri koncentracijah ≥ 10 µM opazili 
znižan delež Ki67 pozitivnih celic v fazi G0/G1. Statistično značilno razliko v številu Ki67 
pozitivnih celic smo opazili tudi po 72-urni izpostavitvi koncentraciji 10 µM (sliki 18B in 
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19B). Znižano število Ki67 pozitivnih celic v G0/G1 fazi odraža zmanjšano celično 
proliferacijo, kar je posledica delovanja genotokisčne snovi; v našem primeru je to BaP.  
V primeru spojine PhIP, nismo zaznali sprememb v proliferaciji celic HepG2 (sliki 20 in 
21), kar se sklada z rezultati celičnega cikla, kjer nismo opazili sprememb v porazdelitvi 
celic po fazah celičnega cikla. Celični cikel in proliferacija sta namreč povezana in 
medsebojno odvisna (Hurrell in sod., 2018). 
Genotoksično aktivnost izbranih spojin smo proučevali s testom γ-H2AX. Zanimalo nas je, 
ali zaradi delovanja genotoksičnih spojin pride do povečanja γ-H2AX pozitivnih celic, kar 
je sorazmerno številu dvojnih prelomov vijačnice (povzeto po navodilih 10G-Pos29-01, 
Analiza dvoverižnih prelomov DNA s pretočno citometrijo, laboratorija GEN). Dvoverižni 
prelomi DNA spadajo med najbolj letalne oblike poškodbe DNA, ki nastanejo kot posledica 
poškodbe komplementarnih verig, ki se istočasno poškodujeta na podobnih mestih, in jih 
lahko povzročajo genotoksične snovi. Na poškodbe DNA se celica odzove z aktivacijo 
popravljalnih mehanizmov, vendar v primeru, da ti ne morejo popraviti nastalih poškodb, 
lahko le-te vodijo do nastanka mutacij in posledično rakavih obolenj (Mah in sod., 2010). 
Najpogosteje uporabljeni metodi za določanje genotoksičnosti sta poleg testa γ-H2AX, test 
komet, ki deluje na principu gelske elektroforeze in z njim zaznavamo različne tipe poškodb 
DNA, kot so dvoverižni prelomi, eno-verižni prelomi in alkalno labilna mesta (Collins, 
2004), in test mikrojeder, kjer določamo frekvenco mikrojeder, ki lahko vsebujejo 
poškodovane fragmente kromosoma in/ali celotne kromosome (Luzhna in sod., 2013).  
Naši rezultati potrjujejo, da je BaP tako po 24-urni kot po 72-urni izpostavitvi povzročil 
statistično značilno povečanje števila dvoverižnih prelomov DNA v primerjavi s kontrolno 
skupino celic. Poškodbe DNA smo zaznali pri obeh časovnih točkah (24 in 72 ur) že pri 
koncentraciji ≥ 1 μM (sliki 22 in 23). V študiji Štampar in sodelavci (2019) so HepG2 
sferoide pripravili s prisilno plavajočo metodo in s testom komet dokazali večjo občutljivost 
in vitro 3D celičnega modela v primerjavi z 2D celičnim modelom, kjer so pri 2D celičnem 
modelu statistično značilno razliko opazili šele pri koncentraciji 20 μM, medtem ko je bila 
razlika pri 3D celičnem modelu opazna že pri koncentraciji 10 µM. V naši študiji smo 
testirali tudi nižje koncentracije in zaznali dvojne prelome DNA že pri koncentraciji 1 μM. 
Shah in sodelavci (2018) so HepG2 sferoide, pripravljene z metodo visečih kapljic, 
izpostavili različnim koncentracijam BaP za 24 ur in naredili test mikrojeder. Ugotovili so 
statistično značilno povečanje števila mikrojeder pri koncentraciji 3 μM, tako na 3D celičnih 
modelih kot tudi na 2D celičnih modelih.  
Spojina PhIP je po 24-urni izpostavitvi v sferoidih povzročila povečan nastanek dvoverižnih 
prelomov DNA, in sicer le pri najvišji uporabljeni koncentraciji, 200 μM (slika 24). 
Literaturni podatki o genotoksičnem delovanju PhIP niso enotni in se od študije do študije 
razlikujejo. Razloge lahko iščemo v različnih metodah priprave sferoidov, različnih metodah 
za določanje genotoksičnih učinkov ter razlikah v samih testnih sistemih oziroma tipih 
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uporabljenih celic. V študiji Štampar in sodelavci (2019), kjer so za analizo poškodb DNA 
v HepG2 sferoidih uporabili test komet, so pokazali, da se število DNA verižnih prelomov 
v primerjavi s kontrolno skupino celic poveča že pri koncentraciji ≥ 50 μM. Ti podatki pa se 
ne ujemajo z našo raziskavo, kjer smo dvoverižne poškodbe zaznali le pri višjih 
koncentracijah (200 μM). Do razlik v občutljivosti zaznavanja poškodb DNA je po vsej 
verjetnosti prišlo zato, ker smo v našem primeru merili le dvoverižne prelome DNA, medtem 
ko test komet zaznava eno- in dvoverižne prelome DNA. V isti študiji na 2D celičnem 
modelu s testom komet niso zaznali statistično značilne razlike niti pri najvišji uporabljeni 
koncentraciji 200 μM. V študiji Pezdirc in sodelavci (2013) so za analizo poškodb DNA v 
in vitro 2D HepG2 celičnem modelu uporabili test mikrojeder, kjer so rezultati pokazali, da 
se število mikrojeder poveča že pri koncentraciji ≥ 50 μM. Tudi Wilkening in sodelavci 
(2003) so preučevali vpliv PhIP pri koncentracijah 10, 50 in 100 µM na HepG2 na in vitro 
2D celičnem modelu s testom komet in po 24 urah izpostavitve niso zaznali poškodb pri 
nobeni od testiranih koncentracij. Presenetljivo pa smo po 72-urni izpostavitvi sferoidov 
zaznali statistično značilno povečanje števila dvoverižnih prelomov DNA pri vseh 
izpostavljenih koncentracijah, tudi najnižji, ki je bila 25 μM (slika 25). Dobljeni rezultati so 
v skladu z domnevami, da dvoverižni prelomi nastanejo po daljši inkubaciji kot enoverižni 
DNA prelomi (Štraser in sod., 2013). Študij, ki bi raziskovale dolgotrajnejši vpliv PhIP na 
dvoverižne prelome DNA, v literaturi nismo zasledili. Genotoksične učinke BaP in PhIP 
smo (z izjemo kratkotrajne izpostavitve sferoidov spojini PhIP) zaznali pri nižjih 
koncentracijah v primerjavi s študijami na 2D celičnem modelu. Najverjetnejši razlog za to 
je večja občutljivost in vitro 3D celičnega modela zaradi višjih ravni izraženih metabolnih 
encimov, ki bolje korelirajo s stanjem in vivo.  
5.3   ZAKLJUČEK 
In vitro 3D celični modeli so postali obetavno orodje za študije najrazličnejših bolezni in 
bolezenskih stanj vključno s proučevanjem procesov raka, farmakokinetike, razvoja zdravil 
in v zadnjem času tudi testiranja genotoksičnosti. Kljub temu pa in vitro 3D celični modeli 
še niso splošno sprejeti, še posebej ne v regulatorne namene (Pfuhler in sod., 2020). 
Fiziološko pomembni jetrni in vitro 3D celični modeli z večjim izražanjem presnovnih 
encimov ponujajo priložnost za razvoj stroškovno učinkovitega in zanesljivejšega testnega 
sistema za rutinsko testiranje varnosti kemikalij in drugih spojin, saj bi lahko zamenjali draga 
in etično sporna testiranja na živalih v predkliničnih študijah. Kljub temu pa 3D celični 
modeli še niso pripravljeni, da bi lahko popolnoma nadomestili klasične 2D testne sisteme 
kot tudi ne poskuse na živalih. Glavna pomanjkljivost in vitro 3D celičnih modelov je 
pomanjkanje standardizacije in vprašanje združljivosti s sedanjimi presejalnimi sistemi, kar 
je privedlo do razhajanj rezultatov med laboratoriji, tudi ob uporabi istega tipa celic. V 
primerjavi s tradicionalnim in vitro 2D celičnim modelom so sferoidi tudi bolj raznoliki. 
Ponovljiva generacija sferoidov, vključno z obliko, velikostjo, gostoto celic in morfologijo, 
pa je ključna za povečanje zanesljivosti testov (Eilenberger in sod., 2019).  
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V našem magistrskem delu smo okarakterizirali in optimizirali pogoje in razvoj in vitro 3D 
celičnega modela s prisilno plavajočo metodo s centrifugiranjem. S to metodo smo pridobili 
veliko število sferoidov v kratkem času, ti pa so bili kompaktni ter enakomerni v obliki, 
velikosti in rasti. Poudariti pa je potrebno, da je v sferoidih z večjim številom celic difuzija 
otežena, posledica česar je heterogena porazdelitev hranil in kisika, oteženo pa je tudi 
odstranjevanje metabolnih produktov, vse to pa povzroči tvorbo nekrotičnega jedra. Prav 
zaradi tega je velikost samih sferoidov ena od pomembnejših omejitev uporabe tega 
celičnega modela in je potrebno velikost sferoidov vzeti v obzir pri razvoju sferoidov in tudi 
njihovi uporabi. 
Naše magistrsko delo prikazuje uspešno uporabo in vitro 3D celičnega modela za zaznavanje 
citotoksičnega in genotoksičnega delovanja dveh posredno delujočih genotoksičnih 
modelnih spojin, BaP in PhIP. Jetrni 3D celični model smo validirali za zaznavanje vpliva 
genotokisčnih spojin s številnimi metodologijami, ki temeljijo na mikroskopiji (tako 
svetlobni kot tudi konfokalni) ter pretočni citometriji. Dobljeni rezultati nakazujejo na večjo 
občutljivost in vitro 3D celičnega modela v primerjavi z ostalimi študijami, ki so bile 
narejene na in vitro 2D in 3D HepG2 celičnih modelih ter tako pozitivno prispevajo k razvoju 
naprednih in vitro modelov.  
Za uporabo in vitro 3D celičnega modela za testiranje varnosti kemikalij in ostalih spojin je 
potrebna nadaljnja validacija tega modela z večjim naborom spojin. Da pa bi izboljšali 
napovednost celičnih modelov za določanje toksičnosti kemikalij za ljudi, bi se lahko 
prihodnje študije osredotočile na uporabo sferoidov oziroma nepravih organoidov, ki bi bili 
sestavljeni iz več različnih vrst jetrnih celic, kot so Kupfferjeve celice, stelarne in 
endotelijske celice, ki so funkcionalni »partnerji« hepatocit v jetrih. Menimo, da bodo 
potrebne nadaljnje dolgoletne raziskave in standardizacija tehnik, ki se uporabljajo v 
genetski toksikolgiji. In vitro 3D celični modeli lahko doprinesejo k izboljšani napovednosti 
in bi lahko v prihodnosti nadomestili testiranja na živalih, kar je v skladu s 3R principi. Z 
našimi raziskavami smo tako korak bližje k premostitvi vrzeli med in vivo raziskavami in 
testi, ki temeljijo na in vitro 2D celičnih modelih. 
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Na podlagi rezultatov magistrskega dela, katerega namen je bil ovrednotiti občutljivost in 
specifičnost novorazvitega HepG2 in vitro 3D celičnega modela za zaznavanje genotoksičnega 
delovanja posrednih mutagenov, lahko oblikujemo naslednje sklepe:  
 Prisilna plavajoča metoda s centrifugiranjem se je izkazala kot primerna metoda za 
razvoj in vitro 3D celičnih modelov. Sferoidi z začetno gostoto 6000 celic/sferoid ter 
3000 celic/sferoid so kompaktni ter so enakomerne oblike in velikosti. 
 
 Nastanek nekrotičnega jedra smo pri sferoidih z večjo začetno celično gostoto opazili po 
72 urah gojenja, medtem ko ga pri sferoidih z manjšo začetno celično gostoto tudi po 
288 urah gojenja nismo zaznali. Velikost sferoidov je tako ena od pomembnejših 
lastnosti in hkrati omejitev tega celičnega modela.  
 
 Pri sferoidih z večjo začetno celično gostoto je s časom gojenja opazno hitrejše 
naraščanje celic v G0/G1 fazi celičnega cikla in hitrejše znižanje deleža delečih se celic 
kot pri sferoidih z manjšo začetno celično gostoto. Sferoidi z manjšo začetno gostoto so 
zato bolj primerni za dolgotrajnejše študije. 
 
 Genotoksični spojini BaP in PhIP pri uporabljenih koncentracijah (0,001; 0,01; 0,1; 1; 
10; 20 in 40 μM oziroma 25; 50; 100; 150; 200 in 400 μM) v sferoidih nista znižali 
živosti celic za več kot 30 % po 24- in 72-urni izpostavitvi. 
 
 BaP vpliva na velikost, obliko ter površino sferoida tako po 24-urni kot po 72-urni 
izpostavitvi. Opazili smo od koncentracije odvisno zmanjšano rast sferoidov ter 
spremembe v kompaktnosti sferoidov. Izpostavitev sferoidov izbranim koncentracijam 
PhIP na obseg, obliko in površino sferoidov ni vplivala. 
 
 BaP v sferoidih vpliva na celični cikel celic HepG2 in njihovo proliferacijo. Pri BaP 
izpostavljenih sferoidih je bil delež celic v S fazi višji od deleža celic v S fazi kontrolne 
skupine, hkrati pa se je pri izpostavljenih celicah znižal delež celic v G0/G1 fazi 
celičnega cikla. Znižano proliferacijo celic smo opazili pri koncentracijah ≥ 10 µM. Po 
72-urni izpostavitvi razlike v celičnem ciklu niso bile več opazne, zaznali pa smo znižano 
proliferacijo pri izpostavitvi ≥ 10 µM BaP. Izpostavitev PhIP ni vplivala na celični cikel 
in proliferacijo celic sferoidov tako po 24-urni kot tudi ne po 72-urni izpostavitvi. 
 
 Genotoksično delovanje se je med spojinama razlikovalo. BaP je tako po 24-urni kot po 
72-urni izpostavitvi povzročil povečanje števila dvoverižnih prelomov DNA že pri 
koncentraciji ≥ 1 μM. PhIP je po 24-urni izpostavitvi povzročil povečanje števila 
dvoverižnih prelomov DNA pri koncentraciji 200 µM, po 72-urni izpostavitvi pa že pri 
koncentraciji ≥ 25 μM.  
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Na podlagi navedenih sklepov lahko potrdimo hipotezo, da je 3D in vitro celični model, ki smo 
ga razvili iz jetrne celične linije humanega hepatoma (HepG2 celice), občutljiv za zaznavanje 
citotoksičnega in genotoksičnega delovanja posredno delujočih genotoksičnih spojin z različnim 
mehanizmom delovanja.  
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7 POVZETEK 
Ljudje smo v vsakdanjem življenju nenehno izpostavljeni različnim spojinam, ki lahko imajo 
mutagene in kancerogene lastnosti. Izpostavljenost takšnim spojinam lahko povzroči številne 
škodljive učinke na zdravje, med katere spadajo rakava obolenja, neplodnost in genetske okvare 
potomcev (Parker, 2014; Hoeijmakers, 2009). Določitev genotoksične aktivnosti je tako bistven 
del ocene tveganja za izpostavitev človeka različnim kemikalijam. Eden izmed prvih korakov, 
ki ga priporočajo smernice, je uporaba in vitro testov, ki vključujejo testiranja na bakterijah in 
sesalčjih celicah, čemur v primeru pozitivnih rezultatov sledijo in vivo testiranja (Corvi in Madia, 
2016). Tradicionalni dvodimenzionalni (2D) in vitro celični sistemi imajo številne 
pomanjkljivosti, zato v zadnjih letih raziskovalci razvijajo številne in vitro tridimenzionalne 
(3D) celične modele (sferoide), ki zaradi svoje večje kompleksnosti bolje posnemajo in vivo 
pogoje (Breslin in O’Driscoll, 2013; Hurrell in sod., 2019).  
Prednosti 3D celičnih modelov pred 2D celičnimi modeli so povrnitev številnih bioloških 
funkcij, kot so medcelične povezave in povezave celica – zunajcelični matriks, kar vodi do boljše 
diferenciacije celic. Morfologija celic v 3D celičnem modelu močno spominja na morfologijo 
celic v telesu. Celice lahko rastejo nemoteno v 3D okolju dalj časa, kot je to omogočeno pri 2D 
celičnih modelih, kar omogoča celicam, da razvijejo več ultrastrukturnih in fizioloških 
značilnosti, ki se običajno ne razvijejo v 2D pogojih. Poleg tega je izražanje genov, proteinov in 
celičnih receptorjev v 3D modelu bolj podobno stanju in vivo, kar pa je ključnega pomena pri 
testiranju genotoksičnosti kemikalij (Elje in sod., 2019; Hurrell in sod., 2019) (Ramaiahgari in 
sod., 2014). Kljub prednostim se bo prehod uporabe z 2D na 3D celične modele uveljavil šele, 
ko bo dosežena visoka stopnja standardizacije in validacije in vitro 3D celičnih modelov.  
V magistrskem delu smo želeli potrditi, da je in vitro 3D celični model, ki smo ga pripravili s 
prisilno plavajočo metodo s centrifugiranjem, občutljiv za zaznavanje citotoksičnega in 
genotoksičnega delovanja dveh posredno delujočih genotoksičnih spojin. Za pripravo sferoidov 
smo izbrali celično linijo humanega hepatoma (HepG2 celice), ki ima ohranjene metabolne 
encime I in II faze metabolizma ksenobiotikov (Knasmüller in sod., 1998). V prvem delu 
magistrskega dela smo okarakterizirali in optimizirali razvoj in vitro 3D celičnega modela pri 
začetni gostoti 6000 celic/sferoid in 3000 celic/sferoid. V drugem delu pa smo sferoide pri 
starosti 72 ur izpostavili posredno delujočima genotoksičnima spojinama BaP-u in PhIP-u za 24 
ur (kratkotrajno) in 72 ur (dolgotrajno). Citotoksičnost smo določali s testom MTS, za nadaljnja 
testiranja pa smo uporabili koncentracije, ki živosti celic niso znižale za več kot 30 %. Vpliv 
spojin na velikost in rast sferoidov smo ugotavljali s planimetrijo s pomočjo svetlobne 
mikroskopije, živost celic v sferoidu pa z diferencialnim barvanjem s FDA in PI in ovrednotili s 
pomočjo konfokalne mikroskopije. Nadalje smo proliferacijo celic HepG2, celični cikel ter 
nastanek dvoverižnih prelomov DNA, ki nastanejo kot posledica delovanja kemikalij, spremljali 
s pretočno citometrijo. Porazdelitev celic v posameznih fazah celičnega cikla smo spremljali s 
fluorescenčnim barvilom Hoechst 33258, ki obarva jedra, vpliv na proliferacijo celic z 
zaznavanjem jedrnega markerja Ki67, ki se izraža le v delečih se celicah, medtem ko smo 
genotoksično delovanje določali z analizo prisotnosti dvoverižnih prelomov DNA preko 
zaznavanja γ-H2AX pozitivnih celic.  
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Prisilna plavajoča metoda s centrifugiranjem se je izkazala kot primerna metoda za razvoj in 
vitro 3D celičnega modela. Nastali sferoidi z začetno gostoto 6000 celic/sferoid ter 3000 
celic/sferoid so kompaktni ter enakomernih oblik ter velikosti. Pri sferoidih z večjo začetno 
celično gostoto smo opazili počasnejšo rast in časovno odvisno naraščanje celic v G0/G1 fazi 
celičnega cikla, ki je najverjetneje posledica prehajanja celic v fazo mirovanja (G0) in znižan 
delež delečih se celic. Pri sferoidih z začetno gostoto 6000 celic/sferoid je opazno tudi časovno 
odvisno naraščanje deleža mrtvih celic v notranjosti sferoida kot posledica nastanka 
nekrotičnega jedra, česar pri sferoidih z začetno gostoto 3000 celic/sferoid nismo opazili. 
Velikost sferoida predstavlja eno izmed pomembnih omejitev in vitro 3D celičnih modelov.  
V nadaljevanju smo sferoide izpostavili različnim koncentracijam dveh genotoksičnih spojin, in 
sicer benzo(a)pirenu (BaP) in 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo(4,5-b)piridinu (PhIP), ter 
spremljali rast sferoidov. Pri sferoidih, ki so bili izpostavljeni BaP, smo opazili koncentracijsko 
odvisno zmanjšanje rasti in spremembe v sami kompaktnosti sferoidov. Izpostavitev sferoidov 
PhIP ni vplivala na njihov obseg, obliko in površino.  
Nadalje smo celice, ki smo jih po izpostavitvi izolirali iz sferoidov in pripravili suspenzijo 
posameznih celic, fiksirali in jih barvali z barvilom Hoechst, ki se veže na DNA ter jih istočasno 
označili s protitelesi Ki67 in γ-H2AX. To je omogočilo, da smo s pomočjo pretočne citometrije 
hkrati lahko spremljali tri različne končne učinke (celični cikel, celično proliferacijo in 
dvoverižne prelome DNA).  
Analiza celičnega cikla je pokazala, da spojina BaP vpliva na celični cikel celic HepG2. Celice 
se po 24-urni izpostavitvi kopičijo v S fazi v odvisnosti od koncentracije, kar kaže na ustavitev 
celičnega cikla. Po 72-urni izpostavitvi smo opazili le rahlo povečanje števila celic v G2 fazi, ki 
pa se ni statistično značilno razlikovalo od kontrolne skupine. Nižji odstotek proliferirajočih 
celic smo zaznali tako po kratkotrajni kot tudi po dolgotrajni izpostavitvi sferoidov BaP pri 
koncentracijah ≥ 10 μM. Izpostavitev sferoidov PhIP ni vplivala na celični cikel in proliferacijo 
celic HepG2. Z analizo prisotnosti dvoverižnih prelomov DNA smo pokazali, da je BaP 
povzročil poškodbe DNA tako po 24-urni kot po 72-urni izpostavitvi že pri koncentraciji ≥ 1 
μM. PhIP je po 24-urni izpostavitvi povzročil poškodbe DNA pri koncentraciji 200 μM, po 72-
urni izpostavitvi pa že pri koncentraciji ≥ 25 μM. Genotoksične učinke BaP in PhIP smo (z 
izjemo kratkotrajne izpostavitve sferoidov spojini PhIP) zaznali pri nižjih koncentracijah, kot so 
bili ti zaznani v študijah na in vitro 2D celičnem modelu (Pezdirc in sod., 2013; Štampar in sod., 
2019; Wilkening in sod., 2003).  
Na podlagi rezultatov lahko zaključimo, da je jetrni in vitro 3D celični model mnogo bolj 
občutljiv na zaznavanje citotoksičnega in genotoksičnega delovanja posredno delujočih 
genotoksičnih spojin v primerjavi z in vitro 2D celičnim modelom. Z našo raziskavo smo tako 
korak bližje k premostitvi vrzeli med in vivo raziskavami in testi, ki temeljijo na in vitro 2D 
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